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C A P I T U L O 1 

ANTECEDENTES 

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos que debido a su es-
tructura molecular se les clasifica dentro de las difuranocouma-
rinas (figs.l y 2). Los estudios toxicológicos han demostrado su 
actividad carcinogénica, hepatotóxica, teratogénica e inmunosu-
presora (1). 

Una gran variedad de hongos producen las aflatoxinas, destacando 
como los de mayor producción Aspero i 1 lus f 1 avus LINK y 
Asoergi 1lus parasiticus SPEARE. Estos hongos se encuentran 
con -frecuencia en gránulos alimenticios cuyas condiciones favore-
cen su desarrollo y, por ende, la producción de aflatoxinas. 

Las investigaciones realizadas sobre aflatoxinas han sido pro-
ducto de la inquietud que se presentó por una serie de brotes 
de enfermedades en aves de corral y peces en diversos lugares 
del mundo durante 1960. El caso de mayor relevancia fue el de 
pérdidas de pavos en Inglaterra como resultado de un agente 
etiológico entonces desconocido: asi., el padecimiento se deno-
minó como "la enfermedad X del pavo". Esta se caracterizó por 
necrosis hepática aguda con hiperplasia en los conductos bilia-
res. La sintomatologia en su estado agudo se manifestó con pér-
dida del apetito, letargo y debilidad. En su estada avanzado la 
muerte era inevitable. Mediante una búsqueda de la fuente de in-
toxicación se encontró como comCtn denominador de la enfermedad 
el consumo de cacahuate molido, un subproducto de la extracción 
del aceite de cacahuate procedente de Brasil y algunos países 
africanos. 

En el mes de septiembre de 1960, dos investigadores: Ayerst 
y Austwick, analizando el alimento consumido por los animales 
hallaron la presencia de micelio fungal. Este hallazgo motivó 
su aislamiento siendo identificado como Aspergí Ilus f1avus. 
En 1962, un grupo de investigadores del Departamento de In-
vestigación Científica e Industrial del Instituto de Produc-
tos Tropicales en Londres, Inglaterra encabezados por Nesbitt 
y O'Kelly (2), reportaron el aislamiento de las aflatoxinas 
B 1 y G 1 y, un aflro más tarde, el los mi smos reportaron el ais-
lamiento de B 2 y G 2 (3), <figs. 1 y 2). Las letras se refie-
ren a los colores que emiten cuando son irradiadas con longitud 
de onda cercana a 360 nm. (las B emiten un color azul y las G un 
color verde); los subíndices se refieren a su posición relativa 
en 1 as placas cromatográficas. 



Aspergí 11 us f1avus se asoció con brotes previos de síntomas 
tóxicos posteriores a 1961. En 1952, Seibold y Bailey descri-
bieron una enfermedad en perros que denominaron "hepatitis X". 
Posteriormente se determinó que la causa era la ingestión de 
cacahuate en la dieta de estos animales. Igualmente, el envenena-
miento del ganado vacuno y porcino con maíz mohoso se asoció 
con la presencia de Aspergí 1 lus fla.vus y otros hongos, entre 
ellos Penici11ium rubrum. Más tarde se demostró que el envene-
namiento del ganado porcino produjo la misma "hepatitis X " que 
se habla presentado anteriormente en los canes. 

La amplia contaminación de una variedad de alimentos re-fleja la 
distribución tan extensa de fíi. fIavus en la naturaleza. El 
maíz y el cacahuate representan los alimentos que proveen las 
más altas posibilidades de contaminación, mientras que el -frijol 
de soya presenta cierta resistencia a la producción de aflatoxinas 
pero no a la contaminación -fungal. 

Inicialmente, la producción de aflatoxinas en el campo se consideró 
un problema debido al almacenamiento inadecuado de los granos; sin 
embargo, medí ante i nvesti gaciones posteri ores se comprobó la presen-
cia de Ai. -f 1 avus y aflatoxinas en maíz antes de cosecharse <4). 
Resultados similares se obtuvieron para el algodón y el cacahuate, 
lo cual significa que el problema incluye tanto el cultivo coma el 
almacenamiento (5)• 

Cabe destacar que los insectos desempefran el papel de vectores 
en la contaminación de los plantlos, asi también, otros factores 
tales como temperatura, humedad, trazas de cinc son esenciales 
para estimular el desarrollo de los hongos. 
DETECCION DE LAS AFLATOXINAS. 

Para la detecci ón de 1 as af1atoxi ñas ex i sten numerosos métodos 
tanto para el análisis cualitativo como cuantitativo« General — 
mente se emplea la ex tracción con sol ventes orgánicos, la sepa-
ración de compuestos de interferencia y finalmente, la caracte— 
rística fluorescencia o absorción en la zona del espectro ultra-
violeta. 

Si n embargo, 1 a mayor la de 1 os métodos reportados en la li teratura 
presentan una serie de inconvenientes entre los que se encuentran 
el uso de solventes demasiado costosos, asi como sistemas sofisti-



cados de detección como la espectrometría de masas acoplada a la 
cromatografía de gases (ó). Se han reportado métodos sencillos y 
muy accesibles« como la minicolumna (7), sin embargo, su demasiada 
simplicidad los hace ser paco cuantitativos. 

La Cromatograf2a de Líquidos de Alta Resolución constituye una 
poderosa técnica para separar aflatoxinas y, aunque se han re-
portado métodos indicando su uso (S, 9, 10, 11), cabe seftalar 
que los solventes usados como fase móvil son costosos para la-
boratorios modestos, además de que los métodos de aislamiento 
de las toxinas son complejos y laboriosos. Asimismo, el uso de 
muestras de 50 gramos resta poder de recuperación. 
Recientemente se han desarrollado métodos de ELISA (12), para 
el análisis de aflatoxina B 1, pero presenta el inconveniente 
del uso de reactivos demasiado específicos y de alto precio, 
lo cual disminuye la disponibilidad que pudiera tenerse para 
llevar a cabo esta técnica. 

Pueden también encontrarse en el mercado equipos de prueba para 
el aislamiento rápido de aflatoxinas, conocido comercialmente 
como "Aflatest"; sin embargo, con este método no se puede obtener 
la cantidad exacta de cada toxina, puesto que la medición que se 
realiza es para el conjunto de todas ellas es decir, el total de 
las aflatoxinas presentes. 

Asi pues, por lo anteriormente expuesto, se puede ver que aunque 
existen métodos propuestos, aCin persisten inconvenientes; es por 
ello que, con la finalidad de seleccionar los métodos más adecuados 
para el análisis, nos avocamos a la tarea de evaluar métodos fisi-
coquimicos de detección tales como fluorescencia y ultravioleta. 
Igualmente para cada una de estas dos variantes se comparó la 
detección directa después de la extracción de la muestra y el uso 
de la cromatografía de líquidos de alta resolución como un medio 
de separación antes de la detección de los anal itos. Estos métodos 
fueron aplicados al análisis de maíz, cacahuate y nuez. 

DIVERSIDAD ESTRUCTURAL DE AFLATOXINAS. 
En varios laboratorios del mundo se llevaron a cabo esfuerzos para 
conocer 1 as estructuras moleculares de 1 as aflatoxinas. Para el1 o 
era necesario lograr primero la identificación de las muestras 
tóxicas y a partir de el las lograr su ai slamiento. 



Originalmente, los -Factores tóxicos se aislaron a partir de alimento 
para consumo animal, y fueron separados cromatogràficámente, siendo 
cuatro los compuestos distintos: aflatoxinas B 1, B 2, G 1, G 2. 
La elucidación estructural de las B 2 y G 2 indicó que se trataba de 
derivados dihidrogenados de las originales B 1 y G 1 <13, 14, 15, 
16). Las aflatoxinas contienen un núcleo de coumarina fusionado a un 
difurano y, dependiendo de si son del conjunto de las B, contienen 
una pentanona, si son del conjunto de las Gp contienen una lactona 
de seis miembros. De acuerdo con las pruebas efectuadas las aflato-
xinas B 1 y G1 resultaron ser más tóxicas que las B 2 y G 2, en 
patos (3), ratas (17) y peces (18). 

La aflatoxina B 1 destaca por ser la más tóxica de las cuatro; 
igualmente la potencia carcinogènica lleva el siguiente orden: 
B 1 > G 1 > B 2 > G 2. 
Los derivados hidroxilados de las aflatoxinas, denominados afla-
toxinas M 1 y M 2 pueden encontrarse en la leche de vacas alimen-
tadas con raciones contaminadas de aflatoxina B 1. 

La aflatoxina G M 1, un derivado hidroxilado de la aflatoxina G 1 
puede encontrarse también en cultivos de ftsperqi1 lus f1 avus. 
Sin embargo, la aflatoxina G M 1 es un metabolito que se encuentra 
en muy reducida cantidad. Otros derivados prodLicidos por A. f 1 a-
vus, son las 2—hi droxiaf1atoxi ñas, 1 as que se conocen con 1 os 
nombres de B 2a y G 2a (19). 

El Parasiticol o aflatoxina B 3, se considera un posible precursor 
de la biosintesis de las aflatoxinas; su aislamiento fue posible 
a partir del arroz y del trigo inoculado en el laboratorio (20). 
Los patos jóvenes son tan sensibles a la B 3 como a la B l; mien-
tras que los embriones de pollo son menos sensibles a la B 3 que 
a la B 1 (21). 

La reducción de la pentanona de la aflatoxina B 1 llevada a cabo 
por microorganismos produce aflatoxicol (22). 
Los ani mal es tambi èn metaboi izan B 1 por 1 a 0-di meti 1aci ón para 
producir aflatoxina P 1» la cual ha sido detectada en la orina de 
varias especies de animales (23). Sin embargo P 1 ha demostrado 
ser menos tóxica que B 1 (24). 

La aflatoxina Q 1 es el principal metabolito producido por B 1 
en 1 os microsomas del hígado in vitro tanto de monos como de 
humanos; conti ene un grupo hi droxilo en la posi ci ón del carbono-3. 



Los procedimientos de destoxi-ficaci&n usando amoniaco producen 
dos principales metabolitos de B 1; estos son: aflatoxina D-l 
y a-flatoxina D-2 (25). El tratamiento con amoniaco abre el anillo 
de lactona de seis miembros de la aflatoxina B 1. 
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PRESENCIA DE ASPERGILLÜS FLAVUS. 
Se ha encontrado la presencia de Aspergí 1 lus -f 1 avus, el mayor 
productor de a-flatoxinas en s 

MAIZ ** PULPA DE BETABEL 
CACAHUATE ALGARROBA 
NUEZ HABICHUELA 
FRIJOL DE SOYA PISTACHO 
CACAO MIJO 
CAFE PIMIENTA ROJA 
TABACO CHICHARO 
SORGO GIRASOL 

Las condiciones que propician el crecimiento de Aspergí 1lus 
f1avus son las siguientes! 
CONDICIONES J EXTREMAS (26) OPTIMAS (27) 
Temperatura 6-54 oC 15-30 oC 
Humedad 9-35 % 15-25 V. 

Otras condiciones que -favorecen el crecimiento de Aspergillus 
•flavus son las siguientes (27) * 
SACAROSA : 30-200 G/L 

NITRATO COMO FUENTE DE NITROGENO. 

Los metales presentes en el grano huésped que estimulan la 
producción de a-f 1 atox i ñas son 1 os si gui entes ¡ 

CINC (28) CADMIO <2B) 
MAGNES10 < 29 > HIERRO (29) 
El metal que inhibe la producción de a-f 1 atoxinass bario, prefe-
rentemente como acetato (28). 



ALGUNOS HONGOS QUE PRODUCEN AFLATOXINAS SON LOS SIGUIENTES: 

Aspergillus -flavus 
Aspergi 11us.parasiticus 
Aspergi 1lus tamari i 
Aspergillus niger 
Aspergi 11 us osti anus 
Aspergillus ruber 

LINK 
SPEARE 
KITA 
TLEGEH 
WEHMER 
T. y C. 

HONGOS QUE PRODUCEN TRAZAS DE AFLATOXINAS SON LOS SIGUIENTES: 
Pénicillium citrinum 
Penici 11 i um variabile 
Pénicillium, freouentans 

THOM 
SOPP 
WESTL 

CARACTERISTICAS DE LA TOXICIDAD DE LAS AFLATOXINAS. 

Dosis letal, para patos jóvenes. 
Una vez identificadas las aflatoxinas y habiéndose conocido sus 
propi edades tóx i cas, var i os 1aborator i os del mundo se avocaron 
a la tarea de conocer las dosis letales para diferentes géneros y 
especies. Las primeras investigaciones se enfocaron hacia patos 
de un día de nacidos dada su alta susceptibilidad toxicológica. 

Los resultados se basaron en el suministro de 0.1 mi. de diferen-
tes concentraciones de aflatoxinas en propi1énglicol a Patos — 
Blancos de Pekín de un día de nacidos (peso corporal 51 g>. 
La mortalidad se registró a las 48 horas después de la adminis— 
tración a través de la mol leja. Bajo estas condiciones se 
determinaron las dosis letales 50% (13) : 

AFLATOXINAS D L 
50 

B 1 
G 1 

0,564 mg/Kg 

1.8 mg/Kg 

La mayor parte de las determinaciones de DL so usando patos 
jóvenes se registraron seis días después de la administración 
de 1 as af1atox i ñas en propilénglicol o en di metí 1formami da. 



Posteriores trabajos reportaron los valores de DL so para 
las otras af1 atocinas (30): 

AFLATOXINAS D L 
50 

B 2 1.096 mg/Kg 
6 2 3.450 mg/Kg 

Siendo que la ànica diferencia que existe entre las aflatoxinas 
de subindice 1 respecto de las de subindice 2 consiste en que 
las dos primeras presentan un doble enlace en el sistema de 
anillos de difurano, puede observarse que es la ausencia de éste 
lo que les confiere menor toxicidad a las aflatoxinas. También 
puede observarse una menor toxicidad debido a la expansión del 
anillo de ciclopentenona a un segundo anillo de lactona. 

DOSIS LETAL PARA UNA VARIEDAD DE MAMIFEROS DE LABORATORIO. 
Al mi smo ti empo en otros 1aborator i os se ex per i mentaban 1 as 
dosis letales para mamíferos de laboratorio como se menciona a 
conti nuación. 

Para la rata macho tipo Fischer recién destetada la DL Bq orai 
de aflatoxina B 1 fue 5.55 mg/Kg* es decir, diez veces más que el 
valor para los patos de un día de nacidos. Cabe señalar que la rata 
hembra es menos sensible que el macho, ya que se encontró su 
valor de DL ao en 7.44 mg/Kg (17). 

La rata tipo Mistar mostró aún mayor diferencia en la sensibilidad 
entre el macho y la hembra, si endo para el primero la DL go de 
7.2 mg/Kg y para la hembra 17.9mg/Kg (31). 

El ratón es parti cui ármente resistente a las aflatoxinas (32), 
mientras que el conejo tiene una sensi bi1 i dad comparable a 1 a de 
los patos jóvenes (33)5 la DL so oral para el conejo joven se ubi-
ca entre 0.2-0.4 mg/Kg (34). En los cobayos la dosis màxima que no 
provoca cambi os hi stopatológi eos observables es del orden de 6.25 
microgramos de aflatoxina B 1, 100 microgramos de B 2, 25 microgra-
mos de G 1 y 800 microgramos de G 2 (75). La dosis teratogénica pa-
ra 1 os fetos de ocho días del Hamster es 4 mg/Kg sumíni strada por 
por inyección (36). 



SENSIBILIDAD EN VARIOS ANIMALES. 
Aunque los animales de granja son por lo general sensibles a las 
aflatoxinas, los rumiantes están entre los más resistentes. Los 
animales jóvenes son siempre más sensibles que los adultos. 

Mamíferos de granja. 
Orden decreciente de la susceptibilidad a las aflatoxinas¡ 
CERDOS 
VACAS 
CABALLOS 
OVEJAS. 

Mientras el cerdo joven de tres a doce semanas es muy sensible a 
las aflatoxinas, esta sensibilidad desciende en el adulto y 
es necesario tener considerables cantidades de toxinas en el 
alimento (una ración conteniendo 17.5-20 X de -forraje tóxico 
por un periodo de 22-182 días) con la -finalidad de observar 
una reducción notable en el desarrollo y la aparición de cambios 
en el hígado (37,38). 

Algunas experiencias que se registraron al alimentar ganado 
con harina de cacahuate procedente de Brasil se mencionan a 
continuación. 

En vacas de dos afros de edad, concentraciones correspondí entes 
a 0.22, 0.44 o 0.66 mg de aflatoxina B 1 por kilogramo de la 
alimentación diaria tuvo pequeños efectos después de 20 sema-
nas, aunque se presentaron ligeras lesiones hepáticas (39). Cuan-
do el al i mentó sumi ni strado contení a 2. 4 mg de af1atoxi na B 1 
por kilogramo y se alimentó durante trece meses a vacas de diez 
afros de edad, los efectos resultaron notorios después del sépti-
mo mes (40). 

No se han detectado mutaciones en gestantes de vaca (40), y de 
rata, aunque en estas Qltimas se han encontrado residuos de afla-
toxinas en placenta (41). 

La alta resistencia de las ovejas a las aflatoxinas se expli-
ca por su capacidad eficiente de excreción (42). 



Aves de corral. 

Las aves de corral se el asi -f i can en el si gui ente orden decreci ente 
de susceptibilidad: 
PATOS JOVENES 
PAVOS 
GANSOS Y FAISAN 
POLLOS. 
Algunos otros experimentos se realizaron en aves de corral como 
el pollo, el cual, demostró ser relativamente resistente, y 
aunque la mortalidad es baja en ellos, si ocurren cambios hepáti-
cos (43,44). Se ha reportado también que los pavos y los -faisanes 
son un poco más sensibles que los pollos. 

La literatura tambén reporta que cuando se alimentó a patos jóvenes 
con una dieta conteniendo 2.5 '/. de alimento tóxico correspondiente 
a 0.3 mg de B i por kilogramo, diariamente por seis semanas, presen-
taron una mortalidad del 30 X y los que sobrevivieron mostraron 
una considerable pérdida de peso. 

Guando a los patos de un dia de nacidos se les administraron 100 
microgramos diariamente durante 5 di as, se produjeron lesiones 
hepáticas; dosis de 2000 microgramos por más de cinco días cau— 
saron proliferaciones de tejido en los conductos biliares en-
todos los casos. 

Una dieta conteniendo solamente 6.25 V. de cacahuate contaminado 
puede matar a patos jóvenes dentro de los trece días si la alimen-
tación comienza dentro de los primeros seis días de su vida (45). 
Un amplio intervalo de lesiones hepáticas (hiperplasia del epi-
telio del conducto biliar, colangitis, hepatoma, colangiorna) 
se han observado en truchas alimentadas con harina de cacahuate 
contaminado, semillas de algodón y soya (46). 



SINTOMAS DE TOXICIDAD REGISTRADOS EN DIFERENTES GENEROS Y ESPECIES. 

Toxicidad aguda y crónica. 
Las aflatoxinas producen un nùmero de síntomas asociados con la 
toxicidad aguda y cambios asociados con toxicidad crònica. Esto 
óltimo i neluye tres ti pos de activi dad anter i ormente menci onados; 
carcinogénica, teratogènica y mutagénica (47). 

La toxicidad aguda se expresa como la muerte del animal en un 
ti empo que depende de la sensi bi 1 i dad parti cuiar (43). En general, 
el hígado se muestra pálido, decolorido, y se incrementa en tamaho. 
Las necrosis del parénquima hepático y las hemorragias se registran 
frecuentemente en cerdos y patos jóvenes y en pavos. Si la muerte 
no ha ocurrido dentro de una semana, puede hallarse una prolifera-
ción característica de células no diferenciadas en los espacios de 
la vena porta (45). El riftón puede mostrar lesiones entre las cuales 
se encuentra la nefritis glomerular. 

Los cambios asociados con envenenamiento crònico son muy distintos. 
Los primeros síntomas visibles aparecen como una pérdida del ape-
tito y reducción en el crecimiento, pero es el hígado, el que es 
más ràpidamente afectado por la actividad de la toxina (49); se 
congestiona y muestra zonas hemorrágicas y necróticas. La prolifera-
ción de células epiteliales de los conductos biliares es caracterís-
tico en ganado, patos jóvenes y pavos. En poleos, la destrucción de 
las células del parènquima hepático y la proliferación de células 
epiteliales ocurren durante las dos primeras semanas (43). 
La mayor parte de las indicaciones características de toxicidad 
con frecuencia aparecen solamente unos pocos días antes de morir. 

EXAMENES CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS. 
Toxicidad en cerdos-

Los síntomas característicos de aflatoxicosis en los cerdos son 
ataxia y severo tenesmo. Anorexia y pérdida de peso acompañan a 
estos síntomas cuando la dosis de aflatoxina es mayor de 0.1 mg/Kg 
(50) . 



Toxicidad en vacas. 
En la vaca, las lesiones hepáticas consisten principalmente de 
cirrosis. En intoxicación experimental de la vaca se notó hiper— 
plasia de las células hepáticas desde el -final del primer mes« 
este fenómeno se incrementa durante el segundo y el tercer mes, 
hasta que llega a aparecer degeneración centrolobular de las cé-
lulas hepáticas (51). 

Toxicidad en aves de corral. 
En las aves de corral, la anorexia se acompaña por una reducción 
en el desarrollo. Suceden hemorragias subcutáneas (52). Contraria 
a la situación en mamíferos, el hígado de las aves de corral su-
friendo aflatoxicosis, no muestra fibrosis. La degeneración de 
las células del parénquima hepático es particularmente notorio 
acompañado por regeneración activa mediante la proliferación del 
epitelio de los conductos biliares de las regiones periportales. 
Los riftones se congestionan; muestran múltiples hemorragias; en el 
pavo joven se presenta nefritis glomerular, pero no en los patos 
jóvenes (53). 

En los patos jóvenes una sola dosis de aflatoxinas es suficiente 
para obtener rápida proliferación que alcanza su máximo después de 
tres días. Después de treinta días de tratamiento con aflatoxinas, 
el-hígado se agranda y muestra un color café o grisáceo; la super- * 
ficie presenta granulaciones irregulares. 
En los pollos, una mínima dosis de 0.8 mg de aflatoxinas por kilo-
gramo se requiere para producir desórdenes hepáticos primarios (54). 

Toxicidad en conejos. 

El conejo, después de la ingestión de aflatoxinas muestra una 
degeneración grasa extensiva del parénquima hepático; las células 
se hinchan y muestran cambios nucleares. Se observa proliferación 
de células del tejido periportal y de los conductos biliares (55). 
Toxicidad en cobayos. 
Los cobayos responden a la toxicosis aguda en una forma análoga a 
los patos jóvenes. Una dieta conteniendo 1.4-1.6 mg de aflatoxiná 



por kilogramo es letal dentro de las tres semanas. Dosis más bajas 
permiten, desde luego, mayor tiempo de supervivencia pero causan 
severas lesiones en el hígados necrosis centrolobular y prolifera-
ción masiva de células en 1 os conductos bi1 iares<56). 

Tpxicidad en ratas. 

Las ratas pueden tolerar dosis mucho más altas de alimentos conta-
minados que los patos jóvenes. La rata es menos sensible a los 
efectos agudos de las aflatoxinas que muchos otros animales; el co-
razón, el bazo, el tracto intestinal y el tracto urogenital no se 
afectan (57). Sin embargo, los pulmones muestran lesiones macros-
cópicas grises con áreas de hemorragia. El hígado se ve afectado 
llegando incluso, a duplicar su tamafto y se observa la aparición de 
necrosis difusa en la región periportal (58). 

Cuando a las ratas se les alimenta con 0.94 mg de aflatoxina B 1 
por día durante 23 días, pueden detectarse hepatocitos de gran 
tamafto y de forma irregular (59). Además, en envenenamiento crónico 
se presentan lesiones testiculares y fusión de espermatozoides lo 
cual puede observarse dentro del primer mes de envenenamiento (60). 

Toxicidad en perros. 
La administración oral de alimento contaminado en dosis diarias 
de 1.5 y 20 microgramos por kilogramo por cinco días a la semana, 
durante un periodo de diez semanas arrojó los siguientes resulta-
dos (61): 

MICROGRAMOS / KILOGRAMO SINTOMAS 

1 No mostraron síntomas 
5 No mostraron síntomas 
20 Pérdida del apetito. 

Orina amarillo-naranja 
Incremento de protrombina. 
Acumulación de pigmentos 
biliares en las regiones portales 



Toxicidad en monos. 

La administración diaria de i mg de aflatoxina B 1 por kilogramo 
a monos de dos a tres meses de edad produce alta mortalidad des-
pués de cuatro meses. Los exámenes post-mortem revelaron cambios 
hepáticos severos caracterizados por infiltraciones de grasas en 
la región de vena porta. Además se presentan cambios en las con-
centraciones de transaminasas y de bilirrubina (62). 

La aparición de necrosis hepática en monos jóvenes se produce por 
la aparición diaria de 0.15-0.25 mg de aflatoxina por kilogramo. 

En Cercooithecus aethioos. dosis diarias de 0.01-1 mg/Kg 
produjeron hepatitis (62). 
En Macaca i rus dosis diarias de 1.8 mg/Kg produjeron muerte en 
aproximadamente un mes (63). 



PROPIEDADES CARCINOGENICAS DE LAS AFLATOXINAS« 

Hepatomas en la rata. 

La al i mentaci ón de ratas con materi al contení en do af 1 atox i ñas 
provoca la apari ción de carcinomas hepatocelulares muíticfentri -
eos en la mayoría de 1 os casos. Los nódulos tumoral es son ama-
rillos-grisáceos o hemorrágicos y necróticos <64>. 

En la siguiente tabla puede observarse que la incidencia de 
tumores hepáticos en ratas es proporcional a la concentración 
de aflatoxinas en el alimento <65): 

RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE AFLATOXINA, DETERMINADA 
POR FLUORESCENCIA Y LA INCIDENCIA DE TUMORES DE HIGADO EN 
RATA. 

Concentración 
de aflatoxina 
en alimento. 
(mg/Kg) 

Duración del 
Experimento. 

(Dias) 
Incidencia de 
de tumores de 
h1 gado. 

5.0 
3.5 
3.5 
1.0 
l.O 
0 .2 
0.2 
0.005 

370 
340 
335 
294 
323 
360 
361 
384 

14/15 
U/15 
7/ ÍO 
5/9 
8/15 
2 /10 
1/10 
0 /10 

Naturaleza Carcinogénica De Hepatomas Asociados Con Aflatoxinas: 

Ha habido un creciente interés por conocer si los hepatomas cau-
sados por aflatoxinas son de naturaleza maligna. 
Por definición, la propiedad de un cáncer es la posesión de 
caracteres invasivos no diferenciados y metastásicos <66). 
Una proliferación anormal de células puede, ya sea proveer 
un tumor benigno formado de células idénticas no invasivas 
o proveer un tumor maligno de células no diferenciadas, al-
gunas creciendo más rápidamente que otras. 



En el caso de carcinoma de hígado, el diagnóstico es -fácil si 
el tumor presenta metástasis o puede ser transplantado <67). En 
ausencia de estos dos criterios es posible usar una combinación 
de cri terios mi croscóp i eos y macroscópi eos. 

Las aflatoxinas han sido útiles en el estudio de la natutra-
leza de 1 as células cáncer 1 genas. De hecho, la -fase de inducción 
de carcinogénesis es muy breve, sobre todo cuando se aplica 
a animales jóvenes o a tejido de hígado en crecimiento, y 1.a 
cantidad necesaria para la iniciación es muy pequefta* 5 mzerogra-
mos por día por varios meses en la rata (68). 

EFECTOS BIOQUIMICOS DE LAS AFLATOXINAS. 

Se ha hecho énfasis acerca de que las aflatoxinas puedan conside-
rarse como inhibidores biosintéticos, causando inhibición 
total y reducidas dosis lo hacen progresivamente afectando 
diferentes sistemas (69). 
Se pueden mencionar las etapas sucesivas en la actividad bio-
lógica de las aflatoxinas sobre las células del hígado; sien-
do cada etapa una consecuencia de la etapa previa (70): 

1.- Interacción con DNA e inhibición de las polimerasas res-
ponsables para la síntesis de DNA y RNA. 

2.- Supresión de la síntesis de DNA. 

3.- Reducción de la síntesis de RNA y la inhibición del RNA 
mensajero. 

4.- Alteraciones de la morfología nucleolar. 

5.- Reducción de la biosíntesis de proteínas. 

Interacción con DNA. 
La aflatoxina B 1 es la biológicamente más activa y su interac— 
ción ocurre preferencialmente con el anillo purinico de guanina 
<70). La aflatoxina también puede unirse con el DNA de una sola 



hélice. Sin embargo, su unión es tan débil que el sólo hecho de 
pasarla a través de una columna de sephadex se disocia el complejo. 
Estas interacciones pueden explicar la inhibición de la síntesis 
de DNA y RNA al mismo tiempo (71). 

Supresión de la síntesis de DNA. 
Los estudios de la supresión de la síntesis de DNA por aflatoxi-
na B 1 se han hecho usando como base la estimulación de síntesis 
mediante hepatectomia. Por ejemplo, se probó que si la toxina 
se inyecta entre 30 a 60 microgramos /día durante los cinco 
días previos a la remoción quirúrgica de dos tercios del hígado 
ocurre una inhibición significante de la síntesis de DNA (72). 
Si la toxina se inyecta 24 horas después de la remoción parcial 
del hígado, es decir, cuando han comenzado los procesos de re-
generación celular, se ha encontrado que todos los procesos 
biosintéticos estén -bloqueados. Estos resultados se han confirma-
do usando Acido orótico marcado con carbono-14 (73). 

Por otra parte, se ha demostrado que la aflatoxina B 1 inhibe 
la DNA polimerasa de E. col i en una manera análoga a la mito-
micina C (74). La polimerasa se reduce un 60 V. en su actividad. 

Reducción en la síntesis de RNA. 
Las aflatoxinas también pueden afectar la biosíntesis del RNA 
previniendo la transcripción del DNA por la RNA polimerasa (75). 
La actividad del RNA citoplásmico se inhibe totalmente, mientras 
que el RNA nuclear lo hace en menor escala. La biosíntesis del 
RNA nucleolar se inhibe en una etapa temprana. Después de tan 
sólo 15 minutos de haber hecho contacto con la aflatoxina, 
la biosíntesis se inhibe hasta en un 95 

Cambios en la morfología nucleolar. 
Con una dosis intraperitoneal de 0.2 mg de aflatoxina B 1 
por kilogramo en ratas macho tipo Fischer de 100 g de peso se 
han podida observar cambios ultraestructurales en los nucléolos 
de las células del hígado en un tiempo de tan sólo 36 horas (76). 

Reducción de la biosíntesis de proteínas. 

Los procesos de inhibición descritos anteriormente conducen 
finalmente a la reducción en la biosíntesis de proteínas. 



La siguiente tabla muestra el efecto de la concentración de afla-
toxina B 1 sobre la síntesis de DNA, RNA y proteina 
por F1avobacteri um aurantiacum (77)! 

AFLATOX INA B 1 D N A R N A PROTEINA 
(microgra- (mi crogramos) (microgramos) (microgramos) 
mos/ml) 

0 33 70 190 

10 27 60 190 

25 21 60 ISO 
50 0 60 170 

100 0 50 165 

LAS AFLATOXINAS Y SU RELACION CON EL HOMBRE. 
Ha sido en A-frica en donde se han presentado con mayor frecuen-
cia casos que pudieran de alguna manera estar relacionados con 
la ingestión de aflatoxinas. Siendo este continente en cuyos ali-
mentos, como el cacahuate y la harina de yuca, en donde han sido 
detectadas altas concentraciones de aflatoxinas como 1.7 mg/Kg. 

La siguiente tabla muestra la diferencia que existe en la apari-
ción de cáncer de hígado entre países desarrollados y algunos 
países de Africa. 
En las Filipinas se midió la presencia de aflatoxina M 1 en la 
orina de todos los nifros que habian ingerido crema de cacahuate 
contaminada de aflatoxina B 1 a una concentración de 0.5 mg/Kg. 
<7S>. 

20 



CANCER DE HIGADO EN HUMANOS 
PAIS CASOS POR CADA 100,000 

HABITANTES. 

Países Bajos 1 

Noruega 1 
Canadá 1 

Hawai i 9.7 

Nigeria 9.8 

Sudâfri ca 19.2 

Igualmente, en Uganda, en 1970 se detectó la muerte de un joven de 
15 afros de edad cuya autopsia reveló edema pulmonar, corazón dila-
tado y necrosis difusa centrolobular, todos estos síntomas asociados 
frecuentemente con aflatoxicosis. Otros miembros de la familia pre-
sentaron al mismo tiempo violentos dolores abdominales y la mayor 
parte de la dieta de la familia fue a base de yuca contaminada 
con 1.7 mg/kg (79). 

En el sur y sureste de la República Mexicana es populrar el uso de 
la yuca para la preparación de diversos platillos. Igualmente se 
emplea en la elaboración de harina. 



CONTROL DE AFLATOXINAS EN VARIOS PAISES 

Algunos países han impuesto regulaciones en torno al contenido 
de a-flatoxinas en alimentos destinados tanto al consumo humano 
como animal. A continuación se muestran los limites máximos 
permisibles que algunos países han -fijado para alimentos desti-
nados al consumo humano (80). 

PAIS ALIMENTOS LIMITES MAXIMOS 
DE B 1 

ALEMANIA 
ARGENTINA 

BRASIL 

CANADA 

ESTADOS UNIDOS 
FRANCIA 

JAPON 
MEXICO 
PAISES BAJOS 
POLONIA 
PORTUGAL 

RUMANIA 

SUDAFRICA 

ZIMBAWE 

TODOS 
CACAHUATES 
MAIZ 

TODOS 

TODO TIPO 
DE NUECES 

TODOS 
TODOS 
ALIMENTOS 
INFANTILES 

TODOS 
TODOS 
CACAHUATES 
TODOS 
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HIPOTESIS DEL TRABAJO: 

Debido a que las a-f 1 atoxiñas y sus derivados 
absorben en la región del ultravioleta cercano y presentan 
•fluorescencia, será posible llevar a cabo su identificación den-
tro de los rangos de interés toxicológico por métodos directos 
de absorción y/o fluorescencia después de una extracción adecuada 
de la muestra. 

OBJETIVO GENERALS 

Utilizando la espectroscopia ultravioleta-
visible y/o fluorescencia molecular, desarrollar un método que 
permita determinar el contenido de aflatoxinas en muestras 
alimenticias de alto consumo. 

OBJETIVOS PARTICULARES? 

1.- Desarrollar un método para la determina-
ción directa del contenido de aflatoxinas en extractos de alimen-
tos por espectroscopia ultravioleta-visible. 

2.- Desarrollar un método para la determina-
ción directa del contenido de aflatoxinas en extractos de alimen-
tos por fluorescencia molecular. 

3.- Desarrollar un método eficiente para 
extracción de aflatoxinas en oleaginosas. 

4.- Evaluar los métodos de los objetivos 
1 y 2 en extractos de oleaginosas utilizando HPLC como técnica 
de referencia. 



We may lay it down as an incontestable axiom 
that, in all the operations of art and nature, 
nothing is created; an equal quantity of matter 
exists both before and after the experiment..." 

Antoine Lavoisier 
(France, 1789) 



C A P I T U L O 2 

MATERIALES Y METODOS 

Introducción. 
Este capitulo se ha dividido en dos partes: A y B. En la parte A 
se menciona la metodología que se llevó a cabo para la preparación 
de las soluciones normalizadas (estándares o patrón)« En la parte 
B se mencionan los materiales usados y la metodología seguida 
tanto para el análisis cromatográfico por HPLC como para el aná-
lisis directo y, para ambos casos, los procedimientos de detección 
por fluorescencia molecular y absorción ultravioleta. 
A continuación se hace una breve descripción acerca de lo que con-
sistió la presente investigación. 
Inicialmente se llevó a cabo la preparación y normalización de las 
soluciones patrón de aflatoxinas. 
Una vez obtenidas las soluciones patrón se sometieron a evaluación 
los métodos directos de cuantificacitos fluorescencia molecular y 
absorción ultravioleta. Después, se buscaron las condiciones cro-
matográficas por HPLC usando las dos modalidades de detección arri-
ba mencionadas. 
Posteriormente se desarrollaron métodos de extracción de aflatoxi— 
ñas para muestras de maíz, cacahuate y nuez, y se comprobaron di-
chos métodos por HPLC. 
Finalmente* se evaluaron comparativamente métodos usando separación 
por HPLC previa a la detección fisicoquímica versus métodos de cuan-
tificación realizadas en forma directa después de la extracción de 
las muestras. 
Parte A. Metodología dara la preparación de soluciones patrón-
La preparación de las soluciones patrón de aflatoxinas constituye 
una parte esencial en la presente investigación, por ello se des-
cribe a continuación el procedimiento. Previamente a la normaliza-
ción se procedió a determinar los criterios de pureza que deben 
cumplir las aflatoxinas de acuerdo con los procedimientos de Xa 
AOAC (81). 



Criterios de pureza. 

A).- Pureza cromatogr&fica. 
B>.- Absortividades molares dentro del Unite de confianza de 

95 ?.. 
C).- Relaciones de los picos de absorción ultravioleta en metanol, 

dentro del limite de confianza de 95%. 

A).-Determinación de pureza cromatogr&fica. 
Se aplicaron en una placa cromatogr&fica cinco microlitros de una 
solución de referencia a intervalos de 2 cm. Se hizo un segundo 
sembrado de cinco microlitros para exclusivamente la solución de 
aflatoxinas, y adicionalmente en una tercera aplicación se incluye-
ron cinco microlitros de esta misma solución de aflatoxinas más 
cinco microlitros de la solución de referencia. 

B>.- Absortividades molares. 
Una vez comprobada la pureza cromatogr&fica, se revisó que las 
absortividades molares de las aflatoxinas en metanol se encontra-
ran dentro de un 95% de los limites de confianza. Para cumplir con 
este requisito se usó el espectrofotómetro ultravioleta el cual 
requirió previa calibración de acuerdo a los procedimientos de la 
AQAC. 

Calibración del espectrofotómetro: 
La calibración del espectrofotómetro es indispensable en la pre-
paración de las soluciones normalizadas. Para llevar a cabo la 
calibración se hizo lo siguientes 
i).- Se determinó la absorbancia de soluciones de dicromato de po-
tasio a la longitud de onda de 350 nm» empleando como blanco una 
solución 0.018 N. de ácido sulfúrico. 
ií>.~ Se calculó el coeficiente de extinción molarpara tres con-
centraciones conocidas de dicromato de potasio (0.0623<aM, 0.125mM, 
0.250 mM> 
i i i)•- Se calculó el promedio del coeficiente de extinci&n molar de 
las soluciones de dicromato de potasio. 



iv).- Se determinó el factor de corrección del aparato y celdas, 
dividiendo el valor teórico del coeficiente de extinción molar 
del dicromato por el obtenido experimentalmente en el inciso an-
terior. 

Determinación de la concentración de aflatoxinas. 

La determinación de la concentración de aflatoxinas se llevó 
a cabo mediante la siguiente ecuación: 
microgramos/mililitro = <A x M x 1000 x CF >/ E 
Donde: 

A : Absorbancia de la solución de aflatoxinas. 
M : Peso molecular de la aflatoxina. 
CF: Factor de corrección del instrumento y celdas. 
E : Coeficiente de extinción molar de la aflatoxina 

a la longitud de onda de 350 nm. 
El coeficiente de extincito molar de cada aflatoxina se obtuvo 
a partir de los datos publicados en el manual de la AOAC. 
O . - Relaciones de los picos mayores de espectros de absorción 
ultravioleta en metanol. 
Una vez revisados los valores de las absortividades molares se 
comprobó que las relaciones de los picos»mayores de los espec-
tros de absorción ultravioleta de las aflatoxinas disueltas en 
metanol se encontraran dentro de un 95Y. de los limites de con-
fianza a partir de espectros individuales. 



Parte B. Materiales v metodología seguida en el análisis cromato-
gráfico v directo-

La cromatografia es una técnica analítica cuyos fenómenos fisico-
quimicos la han conducido más bien hacia una aplicación cuantita-
tiva que hacia una cualitativa. Sin embargo, esto no quiere decir 
que la cromatografla carezca de importantes usos cualitativos. De 
hecho, es una técnica ampliamente usada en la identificación de 
mezclas de analitos mediante la adición de patrones conocidos. Por 
mencionar un ejemplo, durante la realización del presente trabajo, 
la identificación de aflatoxinas se hizo mediante la adición de 
patrones conocidos y, una vez identificados los analitos, se lle-
vó a cabo la cuantificación. 
Análisis Cualitativo. 
La identificación de las aflatoxinas B 1, 6 1, B 2 y G 2 se llevó 
a cabo, como ya se mencionó anteriormente, mediante la adición de 
patrones conocidos y, dado el caso, mediante los tiempos de reten-
ción relativos. Aparte de las aflatoxinas mencionadas y del ácido 
trifluoroacético usado como agente derivatizante, no se pretendió 
analizar otros compuestos que aparecieron en los cromatogramas 
como en el caso del maíz en donde aparecieron compuestos fluo-
rescentes distintos de las aflatoxinas. 
Análisis Cuantitativo. 
Como se sabe, son variados los métodos que se siguen en las deter-
minaciones cuantitativas por cromatografla. Ellos están en función 
de los recursos con los que se cuentan para llevarlas a cabo y des-
de luego, de las propiedades y comportamiento fisicoquímica de las 
analitos. A continuación se menciona el procedimiento usado en es-
te trabajo para la cuantificación de aflatoxinas. 
Para el registro de datos se contó con un registrador gráfico! 
por lo cual las determinaciones cuantitativas se elaboraron mediante 
cálculos manuales. Dado que las determinaciones se hicieron en base 
a los productos de derivatización en aquellas aflatoxinas suscepti-
bles a esta reacción, se optó por preparar bajo las mismas condicio-
nes tanto las muestras como a las soluciones normalizadas (estánda-
res) . 



Se usó el método de patrón externo y para la integración de las 
¿reas el criterio "valle-valle" (82). Los patrones externos se pre-
pararon en rangos de concentración cercanos a las de las muestras 
y se inyectaron antes y después que éstas. 
Para la medida de los picos se tomó en cuenta la altura y el ancho 
a la mitad de la altura del pico <82). En todos los casos se co-
rrigíeron las alturas en función de la sensibilidad del detector 
y la atenuación del registrador. Los volómenes de inyección perma-
necieron constantes como se especifica m&s adelante. 
INSTRUMENTACION. 
PEDICIONES POR METODOS DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLU-
CION. <HPLC>. 
Las separaciones cromatogréficas mediante HPLC se hicieron con un 
cromatógrafo de líquidos Beckman-Altex (San Ramón, CA) modelo 334. 
Se usó una columna Varian (Palo Alto CA) Micropak MCH-5 de fase 
monomérica C-18 unida a sllica irregular de 60 angstroms (5 un), 4 
mm de diámetro interno x 30 cm de longitud a temperatura ambiente. 
Los cromatogramas se graficaron en un registrador Keep & Zonen 
(Holland), modelo BD 40 de 130 ma. y 50/60 Hz. 
Condiciones cromatoar&ficas. 
La fase móvil usada fue una mezcla de MeOH + H*0 (45+55). La velo-
cidad de flujo fue de 1 ml/min. El volumen de inyección se mantuvo, 
constante en 20 microlitros para todas las determinaciones. Los 
cromatogramas se registraron a una velocidad de 2 mm/min. 
Detección oor fluorescencia molecular. 
Para las determinaciones del maíz se usó un detector de fluorescen-
cia Turner (Palo Alto» CA), modelo 111 provisto con filtros de exci-
tación a 365 nm y de emisión a 436 nm. 
Para las determinaciones del cacahuate y nuez se usó un detector de 
fluorescencia Beckman (San Ramón, CA), modelo 157 provisto con fil-
tros de excitación a 365 nm y de emisión a 450 nm. La equivalencia 
de las unidades del rango de fluorescencia fueron como sigues 
1 R.F.U. s io mv. a 



Detección por absorción ultravioleta. 
La detección por U.V. se hizo solamente para soluciones normalizadas 
de aflatoxinas (estándares) con la -finalidad de calcular los limites 
de detección« Se usó un detector Varian modelo Star 9050 de longitud 
de onda variable, la cual se fijó a 365 nm. 

MEDICIONES POR METODOS DIRECTOS. 

Detección por fluorescencia molecular. 
Las detecciones por fluorescencia molecular se hicieron con un fluo-
rlmetro Karl Zeiss (Deutschland) PMQ III provisto con filtro de exci-
tación a 365 nm y con longitud de onda variable para la emisión, 
usándose a 435* Para la evaluación del fondo de fluorescencia, las 
lecturas se hicieron a la lambda de emisión de 455 nm. 
Detección por absorción ultravioleta. 
La detección por U.V. se hizo solamente para soluciones normalizadas 
de aflatoxinas (estándares) con la finalidad de calcular los limites 
de detección. Se usó un espectrofotómetro Beckman modelo 35 de longi-
tud de onda variable, la cual se fijó a 365 nm. 
Otros materiales usados en la metodología de trabaio. 
Las extracciones de las aflatoxinas a partir de las muestras de la-
boratorio de 10 g se hicieron usando un vaso de licuadora de 250 mi. 
La característica que reúne el vaso es que cierra junto con la base 
de las aspas. 
En todos los casos en que se aplicó vacio, éste se hizo usando una 
bomba de motor eléctrico monofásico a 1740 rpm de 7.7 amperes« 
Para el caso de la limpieza de las muestras de maíz por extracción 
en fase sólida, las columnas utilizadas fueron de vidrio cuyas di-
mensiones fueron las siguientes« 30 cm de altura a partir de la ba-
se de vidrio poroso y 6 cm desde feste hasta la punta inferior« El 
diámetro interno fue de 1 cm. Tanto por arriba como por debajo de 
la fase C-18 se colocó fibra de vidrio, )*o mínimo necesario para 
formar una capa delgada de 2 mm de ancho. 



Privatización de las *flatoxinas. 
Las muestras se derivatizaron mediante la adición de 0.2 mi. de 
ácido trifluoroacetico. Posteriormente las muestras derivatizadas 
fueron llevadas a sequedad y recuperadas con volumen conocido de 
MeOH + HsO (1+9). Los volúmenes se especifican en cada una de las 
determinaciones que se muestran en la sección de cálculos para 
maíz, cacahuate y nuez. 



METODOS QUE FUERON PROBADOS PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS 
A PARTIR DE MUESTRAS DE MAIZ. 
METODO DENOMINADO: HEX-ETER-CLOR. 

Procedimiento. 

A partir de 1 Kg de maíz de malla No. 20 se tomaron 50 g y se intro-
dujeron dentro de una columna de vidrio a manera de empaque. Luego 
se adicionó hexano hasta que ya no eluyera de color amarillo con la 
finalidad de solubilizar la mayor cantidad de las grasas» ésto repre-
sentó aproximadamente un volumen de 350 mi. Después se adicionaron 
100 mi. de éter etílico con la finalidad de extraer otros componentes 
que no son de interés. Posteriormente se adicionó cloroformo hasta 
que su elución fuera incolora; ésto representó aproximadamente 350 mi. 
El extracto clorofórmico se llevó a sequedad a la temperatura de 
35 oC. El concentrado se transfirió a un vaso de 30 mi mediante clo-
roformo. El concentrado se llevó a sequedad bajo corriente de nitró-
geno y se procedió a la derivatización, se filtró con membrana de 
0.45 mieras y se inyectó al cromatógrafo. 

METODO DE EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO PARA LA SEPARACION DE AFLATOXINA! 
A PARTIR DE MUESTRAS DE MAIZ. 
METODO DENOMINADO: LIQUIDO-LIQUIDO. 

Procedi mi ento. 

A partir de 1 Kg de maíz malla No. 20 se tomaron 10 g y se coloca-
ron en un vaso de licuadora de 250 mi. Posteriormente se deposita-
ron en el vaso 15 mi de agua destilada, la cual contenía 0.2 g de 
NaCl. Se dejó reposar cinco minutos. Enseguida se adicionaron 65 mi 
de metanol, 30 mi de agua y 20 mi de hexano. Se agitò lentamente con 
la mano manteniendo cerrado el vaso con la finalidad de que se for-
mara el equilibrio de fases y se evitara alguna explosión. Posterior-
mente se agitó a alta velocidad durante 3 minutos. Después se filtró 
el homogenato en embudo Buchner a través de papel filtro de poro 
ancho. 



El filtrado se transfirió a un embudo de separación de 250 mi. Des-
pués de 10 min. se tomaron 25 mi. de la fase inferior y se transfi-
rieron a otro embudo de separación. A éste se adicionaron 25 mi. de 
cloroformo; se agitó con la finalidad de extraer las aflatoxinas. La 
capa inferior se recogió en un tubo de ensayo y se hizo pasar corrien-
te de nitrógeno para evaporar el solvente. El concentrado se transfi-
rió a un vaso de 30 mi en el cual se llevó a sequedad. Se llevó a ca-
bo la derivatización, la muestra se filtró en membrana de 0.45 mieras 
y se inyectó en el cromatógrafo. 



EN BUSQUEDA DE UN METODO PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS POR 
FASE SOLIDA INVERSA EN MUESTRAS DE MAIZ. 
METODO DENOMINADO: DOS COLUMNAS. 

PROCEDIMIENTO: 

A partir de 1 Kg de maíz de malla nümero 20 se tomaron 10 g y se in-
trodujeran en un vaso de licuadora de 250 mi. Posteriormente se adi-
cionaron 20 mi. de una mezcla de tteOH + HaO (80-4-20) y se agitó por 
cinco minutos. Aproximadamente 8 mi del homogenato previamente fil-
trado por poro ancho, se transfirieron a la primera columna, la cual 
se acondicionó de la siguiente manera. 

ACONDICIONAMIENTO DE LA PRIMER COLUMNA.-
Se pesaron 600 mg de fase inversa C-18 y se depositaron dentro de una 
columna. Posteriormente se adicionaron 6 mi de metanol y se eluyeron 
mediante bomba de succión pero sin dejar secar la fase; después se 
adicionaron 6ml de MeOH + HaO (80 + 20) y se eluyeron. La fase no 
se dejó secar en ningón paso de elución* Posteriormente se adicionó el 
homogenato. Se eluyó la solución y se tomaron 4 mi. del eluido» los 
cuales se diluyeron mediante aforación a 10 mi. con agua destilada 
(no se usó agua desionizada debido al contenido de residuos orgánicos) 
Estos 10 mi se filtraron con membrana de 0.4S mieras y se pasaron por 
una segunda columna sometida a diferente acondicionamiento. 

ACONDICIONAMIENTO DE LA SEGUNDA COLUMNA. 
Se adicionaron 6 mi de metanol y se eluyeronf posteriormente se a-
gregaron ó mi de agua y se eluyeron también. Después se pasaron los 
10 mi obtenidos, en porciones de 3 en 3 mi. 
Posterior a la elución de los 10 mililitros, se adicionaron 6 mi de 
agua. Después se agregaron 2 mi de hexano sin dejar secar la colum-
na y se eluyeron. La fase se secó por 15 minutos mediante bomba de 
succión. Para evitar oxidación de las toxinas por el oxigeno del aire, 
una corriente de nitrógeno se mantuvo por la parte superior de la 
columna. 
Al término de los 15 minutos se llevó a cabo la elución de las afla-
toxinas; para ello se adicionaron 4 mi de cloroformo repartidos en 
3 alícuotas. La primera de ellas fue de 2 mi seguida por dos alícuota 
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| e concentró la «nuestra a q u e d a d . privat i « d a se 
el procedimiento de «derivitiijcifln. La muest y c r o m a t ö g r a * o de 11-filtró en membrana de 0.45 mieras y se xny 
quidos. 



METODOLOGIA SEGUIDA PARA EVALUAR LA INFLUENCIA QUE EJERCEN 
SUSTANCIAS DIFERENTES DE LAS AFLATOXINAS B l , 6 1, G 2 Y B 2 
EN LAS LECTURAS DIRECTAS POR FLUOROMETRIA PARA EL ANALISIS 
DE MUESTRAS DE MAIZ, USANDO COMO TECNICA DE REFERENCIA HPLC. 

A fin de conocer Xa influencia que ejercen las sustancias diferen-
tes de las aflatoxinas en las lecturas directas por fluorometria, 
se llevó a cabo el experimento cuya metodología se describe a 
continuación. 

Metodología. 
Tres muestras de maíz fueron escogidas para realizar los ensayos. 
Las muestras se denominaron« Maíz blanco No.l, Maíz blanco No. 2 

y Maíz amarillo. 
Cada una de las muestras se sometió al mismo tratamiento de 
extracción en fase sólida, el cual ya se ha descrito anteriormente. 
(En adelante a este procedimiento de extracción se le llamará SPE). 

El tratamiento de cada muestra se hizo como a continuación se 
describe« 

Maíz solo. 

Sometida al procedimiento SPE y cuya recuperación se hizo en un 
volumen final de 2 mi. de una mezcla MeOH + H»0 (1+9). 

B) Mal2 • Aflatoxinas. 

Muestra de maíz más enriquecimiento con 5 ng/g de cada una de las 
aflatoxinas B 1, 6 2 y B 2. Sometida al tratamiento SPE y cuya recu-
peración se hizo en un volumen final de 2 mi. de una mezcla MeOH + 
H»0 (1+9). No se hizo derivatización. 



C) Maíz + Aflatoxinas + TFA. 

Muestra de maíz más enriquecimiento con 5 ng/g de cada una de las 
aflatoxinas B 1, G 2 y B 2. Sometida al tratamiento SPE y cuya 
recuperación se hizo en un volumen final de 2 mi. de una mezcla 
MeOH + H«0 <1+9). Se llevó a cabo el procedimiento de 
derivatización para incrementar la fluorescencia de B 1. 

Formas de análisis. 

I. METODO POR FLUORESCENCIA DIRECTA. 
II. METODO DE FLUORESCENCIA POR HPLC. 

I. Método de fluorescencia directa. Las mediciones se hicieron 
comparándose contra un blanco de referencia constituido por 
una solución de MeOH + H»0 (1+9). 

II. Método de fluorescencia por HPLC. El método usado para la 
cuantificación fue a base de pesadas en balanza analitica. 
Los picos correspondientes a los metabolitos y a las aflatoxi-
nas se recortaron y se pesaron. Lo mismo se 4iizo para el fondo 
de fluorescencia. El peso total del cromatograma se tomó como 
el 100% y el porcentaje de cada componente se extrapoló a las 
lecturas directas. 



PROCEDIMIENTO EMPLEADO PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS A 
PARTIR DE MUESTRAS DE CACAHUATE. 

Procedimiento. 

A partir de i Kg. de cacahuate de malla No. 20 se tomaron 10 g y se 
introdujeron en un vaso de licuadora de 250 mi. Posteriormente se a-
dicionaron al vaso 15 mi de agua destilada la cual contenía 0.2 g de 
NaCl. La mezcla se dejó reposar por cinco minutos. Enseguida se adi-
cionaron 65 mi de metanol, 30 mi de agua y 20 mi de hexano. Se agi-
tó con la mano manteniendo cerrado el vaso con la -finalidad de que 
se formara el equilibrio de fases y se evitara alguna explosión. 
Luego se agitó a alta velocidad por 3 minutos. El homogenato se -fil-
tró en embudo Buchner a través de papel de poro ancho. 
Una vez filtrado el homogenato, la solución se transfirió a un embu-
do de separación de 250 mi. Después de 15 minutos, una vez que se 
separaron las fases, se tomaron 25 mi. de la fase inferior y se va-
ciaron a otro embudo de separación. Posteriormente se adicionaron 
23 mi. de cloroformo. Se agitó con la mano durante un minuto. 8e co-
lectó la fase inferior en un tubo de ensayo y se concentró mediante 
corriente de nitrógeno. El concentrado se transfirió a un vaso de 
30 mi en el cual se llevó a sequedad. El residuo se derivatizó» ra 
filtró y se inyectó en el cromatógrafo. 
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METODOS QUE FUERON PROBADOS PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS 
A PARTIR DE MUESTRAS DE NUEZ. 

METODOS LIQUIDO-LIQUIDO. 

Procedí miento. 

A partir de 1 Kg de nuez de malla No. 20 se tomaron 10 g y se 
introdujeron en un vaso de licuadora de 250 mi. Posteriormente 
se adicionaron al vaso 15 mi de agua destilada la cual contenía 
0.3 g de NaCl. La me2cla se dejó reposar por cinco minutos. En-
seguida se adicionaran 65 mi de metanol, 30 mi de agua y 30 mi de 
hexano. Se agitó con la mano manteniendo cerrado el vaso. Luego 
se agitó a alta velocidad por 3 minutos. El homogenato se -filtró 
en embudo Buchner a través de papel de poro ancho. 
Una vez filtrado el homogenato, la solución se transfirió a un 
embudo de separación de 250 mi. Después de 15 minutos, una vez 
que se separaron las fases, se tomaron 25 mi de la fase inferior 
y se vaciaron a otro embudo de separación. Posteriormente se adi-
cionaron 25 mi de cloroformo y se agitó con la mano por un minuto. 
Se recogió la fase inferior en un tubo de ensayo y se concentró 
mediante corriente de nitrógeno. El concentrado se transfirió a 
un vaso de 30 mi, en el cual se llevo a sequedad. El residuo se 
derivatizó, se filtró y se inyectó en el cromatógrafo. 

METODO: LIQUIDO-LIQUIDO ADICIONANDO 20 ML MAS DE AGUA. 

Procedimiento. 

A partir de 1 Kg de nuez de malla No. 20 se tomaron 10 g y se in-
trodujeron a un vaso de licuadora de 250 mi. Posteriormente se 
adicionaron al vaso 15 mi de agua destilada la cual contenia 
0.3 g de NaCl. La mezcla se dejó reposar cinco minutos. Ensegui-
da se adicionaron 65 mi de metanol, 50 mi de agua y 30 mi de he-
xano. Se agitó con la mano manteniendo cerrado el vaso. Luego se 
agitó a alta velocidad por 3 minutos. El homogenato se filtró en 
embudo Buchner a través de papel de poro ancho. 



Una vez filtrado el homogenato, la solución se transfirió a un 
embudo de separación de 250 mi. Despufes de 15 minutos, una vez 
aue se separaron las fases, se tomaron 25 mi de la fase inferior 
v se vaciaron a otro embudo de separación. Posteriormente se adi-
cionaron 25 mi de cloroformo y se agitó con la mano por un minuto. 
Se recogió la fase inferior en un tubo de ensayo y se concentró 
mediante corriente de nitrógeno. El concentrado se transfirió a 
un vaso de 30 mi, en el cual se llevó a sequedad. El residuo se 
derivatizó, se filtró y se inyectó en el cromatógrafo. 



METODO PROBADO PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS A PARTIR DE 
MUESTRAS DE NUEZ. 

METODO DENOMINADOS L I Q U I D O - L I Q U I D O M O D I F I C A D O . 

Procedi mi ento. 

A partir de i Kg. de nuez de malla No. 20 se tomaron 10 g y se 
introdujeron en un vaso de licuadora de 2S0 mi. Posteriormente 
se adicionaron al vaso 15 mi. de agua destilada la cual contenia 
0.3 g de NaCl. La mezcla se dejó reposar por cinco minutos. Ense-
guida se adicionaron 65 mi de metanol, 30 mi de agua y 30 mi de 
hexano. Se agitó con la mano manteniendo cerrado el vaso con la 
finalidad de que se formara el equilibrio de fases y se evitara 
alguna explosión. Luego se agitó a alta velocidad por 3 minutos. 
El homogenato se filtró en embudo Buchner a través de papel de 
poro ancho. 

Una vez filtrado el homogenato, la solución se transfirió a un 
embudo de separación de 250 mi. Después de 15 minutos, una vez que 
se separaron las fases, se tomaron 25 mi de la fase inferior y se 
vaciaron a otro embudo de separación. Posteriormente se adiciona-
ron 25 mi de una mezcla de cloroformo y tetracloruro de carbono 
<15 + 10). Se agitó con la mano durante 1 minuto. Se recogió la fase 
inferior en un tubo de ensayo y se concentró mediante corriente de 
nitrógeno. El concentrado se transfirió a un vaso de 30 mi, en el 
cual se llevó a sequedad. El residuo se derivatizó, se filtró y se 
inyectó en el cromatógrafo. 



METODOLOGIA SEGUIDA EN LOS CALCULOS PARA OBTENER LOS PORCENTAJES 
DE RECUPERACION DE AFLATOXINAS EN MUESTRAS DE MAIZ. 

MUESTRA: BLANCO PARA EVALUAR LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS 
SIN EMPLEAR MAIZ (FIG. 12). 

CONCENTRACION: Se supuso una contaminación equivalente <a: 
G1 : 7 ng/g G2s 80 ng/g 
B1 : 4 ng/g B2: ¿O ng/g 

Volumen de recuperación 2 mi. 
Sensibilidad: 30 X 2 mv. 
Detec t or: Sequoi a-Tur ner• 
Todos los c&lculos están hechos en base a alturas corregidas. 
EJEMPLO: 
Cálculos para 6 i: 
Altura de solución normalizada de 6 1 de 57.5 ng/ml. s 16.5 cm 
Ancho de la base a la mitad de la altura del pico: 0.2 cm 
Por proporciones: 

57.5 ng/ml. 
X = 4b.27 ng/ml. 

U6.5 cm) (0.2 cm) — -*> 
(1.8 cm) (0.2 cm) — 
1 mi. 6.27 
2 (vol. de recup)-— > X= 12 
4ml (alícuota) > 12.54 20ml (totales) X= 
10 g (totales) > 62-i g X» 

A los supuestos 10 gramos de muestra (es decir, a los 2 0 mi.) 
se adicionaron 70 ng, es decir, equivalente a 7 ppb. 
Asi* 7 ppb > loo % 

6.27 ppb > 89.6 % de recsuperacibn. 



A partir de este ejemplo, se ha construido la siguiente ecuación 
para el porcentaje de recuperación en muestras de MAIZ. 
( Hm )( Bm ) ( Cs> ( 1/HsBs) (V) ( 5 ) ( 1/10 ) ( 100 / E )= % 
Donde: 

H m : Altura del pico de la aflatoxina cuyo porcentaje de re-
cuperación se desea conocer. 

B m : Ancho de la base a la mitad de la altura del pico de la 
aflatoxina cuyo porcentaje de recuperación se desea co-
nocer . 

Cs : Concentración de solución normalizada (estándar). 
Bs : Ancho de la base a la mitad de la altura del pico de la 

solución normalizada (estándar). 
Hs : Altura del pico de la solución normalizada (estándar). 
V : Volumen de recuperación de la muestra 
5 : Valor que corresponde a la quinta parte (4 mi.) del total 

(20 mi.) del volumen de extracción. 
1/20« Valor que convierte el total de aflatoxina en aflatoxina/gra-

mo de muestra. 
100 : Valor de referencia al 100%. 
E : La cantidad en ng de aflatoxina/gramo de muestra con que 

se enriqueció la muestra analizada. 
Cálculos para el porcentaje de recuperación de Aflatoxinas. 
Aflatoxina 6 1r 
H m * 1 en. S s: 0.2 cm. 
B m i 0.2 cm, V : 2 mi. 
C s i 63 ng/ml E : 4 ng/g 
H s « 18.5 cm. 
(1 cm)(0.2)(63)ti/<13.4)<0.2>J(2 mi.)(5)(1/10)(100/4) » 8 5 . 6 % 

Aflatoxina 6 l: 
Hm: 1.8 cm. Bs: 0.2 cm 
Bm: 0.2 cm V : 2 ni. 
Css 57.5 ng/ml. E: 7 ng/g 
Hs: 16.5 cm. 

(1.8) (0.2) (57.5)C1/(16.5) (0.2)3(2) (5) U/10) (100/7) • 89.6 % 



Hn: B.5 cm Bs: 0.2 cm. 
BfflS 0.2 cm V: 2 mi. 
Css 14 ng/ml E: 80 ng/g 
Hs: 1.7 cm 
(8.5)(0.2)(14)Ct/(l.7)(0.2)3(2)(5)(1/10)(100/80) = 87.5 Y. 
Aflatoxina B 2 : 
Hms 7.7 cm 
Bm: 0.3 cm 
Cs: 18 ng/ml 
Hs: 2.5 cm 

Bs: 0.3 cm 
V* 2 mi. 
Es 60 ng/g. 

(7.7)(0.3)(18)Cl/(2.5)(0.3)3(2)(5)(i/10)(100/60) « 92.4 
MUESTRA: BLANCO PARA EVALUAR LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS 

SIN EMPLEAR MAIZ (FIG. 13). 
Se supuso una contaminación equivalente a s 
6 1: lo ng/g G 2: 70 ng/g 
B i: 4 ng/g B 2: 50 ng/g 
C&lculos para obtener los porcentajes de recuperación de 
aflatoxinas: 
Aflatoxina 61 : 
Hm: 2.4 cm. Bs: 0.2cm 
Bm: 0.2 cm. V: 2 mi. 
Cs: 57.5 ng/ml. E: 10 ng/g. 
Has 16.5 cm. 
(2.4)(0.2)(57.5)E1/<16.5)(0.2)3(2)(5)(1/10)(100/10) = 83.6 % 
Aflatoxina BU 

Hn: 1 cm. 
Bm: 0.2 cm. 
Cs: 63 ng/ml. 
Hs: 18.5 cm 

Bs: 0.2 cm. 
V: 2 mi. 
Es 4 ng/g. 

(i) (0.2) (63)C1/(18.5) (0.2)3(2) (5) (1/iO) (100/4) « 85.1 7. 



Hm: 7.5 cm. Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm. V: 2 mi. 
Cs: 14 ng/ml. Es 70 ng/g. 
Hss 1.7 cm 
(7.5) (0.2) (14) Cl/(1.7) (0.2) 3 (2) <5) (1/10) (100/70) = 88.2 7. 
Aflatoxina B 2: 

Hm: 6.4. Bs: 0.3 cm 
Bms 0.3 cm. V: 2 mi. 
Cs: 18 ng/ml. Es 50 ng/g. 
Hs: 2.5 cm. 
(6.4) (0.3) (18) El/ (2. 5) (0.3)3(2) (5) (1/10) (100/50) = 92.17. 

MUESTRA: M A I Z A M A R I L L O C O N T A M I N A D O E N F O R M A N A T U R A L USADO 
C O M O C O N T R O L (FIG. 14). 

Esta muestra no está enriquecida, sin embargo presentó 
contaminación natural de a-flatoxinas, por ello a conti-
nuación se exponen los cálculos para encontrar la con-
centración de cada una. 

En los siguientes cálculos se incluirá el valor de P.R. 
Donde: P.R. = Porcentaje de recuperación promedio obtenido 

para cada aflatoxina. 
La ecuación queda asi: 
(Hm) (Bm)(Cs)Cl/HsBs3 (V) (5) (1/10) (100/P.R.) • ng/g 

A-flatoxina G 1 : 
Hm: 2 cm. Bs: 0.2 cm. 
Brn: 0.2 cm V< 1 Al. 
Cs: 57.5 ng/g. P.R.: 92% 
Hs: 16.5 cm. 
(2)(0.2)(57.5)C1/(16.5)(0.2)3(1)(5)(1/10)(100/92) = 3.8 ng/g * 
% para efectos prácticos este valor se aproximó a 4.0 ng/g 



Hms 8 CID. Bss 0.2 cm. 
Hms 0.2 cm. V: 1 mi. 
Css 63 ng/ml• P.R. s 85 % 
Hs: 7.4 cm. 
(8) (0.2) (63) CÍ/Í7.4) (0.2) 3 (1) (5) <i/10M100/85> = 40 ng/g 
Aflatoxina G 2: No se detectó a Xa máxima sensibilidad del 

detector. (30 x 2 mv)• 
El limite de detección de G 2 (ver más adelante los cálculos)» 
equivale a 1.0 ng de G 2 por gramo de muestra de maíz. De aquí 
se concluye que la muestra analizada contiene menos de 1.0 ng/g. 
Aflatoxina B 2: 
Hm.* 3.8 cm. Bss 0.3 cm. 
Bm: 0.3 cm. V: 1 mi. 
Css 18 ng/ml P.R. 93.5 % 
Hs: 2.5 cm 
(3.8)(0.3)(18)Cl/(2.5)(0.3)3(1)(5)(1/10)(100/93.5)= 14.6 ng/g.» 
* para efectos prácticos, se aproximó a 15 ng/g. 

MUESTRA?: MAIZ AMARILLO ENRIQUECIDO CON ftFLATOXINAS (FIG. 15): 
G 11 12 ng/g. G 2: 75 ng/g 
B i: 2.5 ng/g B 2: 60 ng/g 
Debido a que la muestra control presentó contaminación natural 
de aflatoxinas, se introducirá en las ecuaciones la variable 
"CnH cuando asi sea necesaria. 
Cn: Contaminación natural en ng de aflatoxina por gramo de 

muestra. 
Asi, la ecuación quedará: 
(Hm)(Bm)(C5)Cl/HsBs3 (V) (5) (1/10) C100/(Cn+E)3 = P.R. 



Hm: 8.1 cm. Bs: 0.2 cm. 
Bms 0.2 cm. V: 1 mi. 
C&s 57.5 ng/ml. Es 12 ng/g 
Hs: 16.5 cm. Cn: 4 ng/g 
<8. 1) (0.2)(57.5)C1/(16.5)(0.2)3(1)(5)(1/10)C100/(4+12)3= 88.2 % 
Aflatoxina B ls 
HAS 8 . 5 cm. Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm. V: 1 mi. 
C&s 63 ng/ml. E: 2.5 ng/g 
Hs: 7.4 cm. Cn:40 ng/g. 

(8.5)(0.2)(63)Cl/(7.4)(0.2)3(1)(5)(1/10)EIOO/(40+2.5)3= 85.1 % 

Aflatoxina G 2: 
Hm: 15.9 cm. Bss 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm V: 1 mi. 
Cs: 14 ng/ml. E: 75 ng/g. 
Hs: 1.7 cm. Cn: menos de 3.5 ng/g . Para efectos 

de cálculos se considerò como cero. 
(15.9) (0.2) (14) El /(1.7) (0.2) 3(1) (5) (¡1/10) (100/75) = 87.3% 
Aflatoxina & 2: 
Hm: 19.5 cm. Bs: 0.3 cm. 
Bm: 0.3 cm V: 1 mi. 
Cs: 18 ng/ml. Es 60 ng/g. 
Hss 2.5 cm Cn: 15 ng/g. 
(19.5)(0.3)(18)El/(2.5)(0.3)3(1)(5)(1/10)C100/(15+60)3= 93.6 % 
MUESTRA: M A I Z A M A R I L L O C O N T A M I N A D O EN F O R M A N A T U R A L C O N 

A F L A T O X I N A S (FIG. 16). 

Cálculos para obtener los niveles de contaminación natural. 
Aflatoxina 6 l: 
HAI 0.6 cm. Bs: 0.2 cm. 
B«: 0.2 cm. V: 1 mi. 
Cs: 57.5 ng/ml P.R. 92 % 
Hs: 6.8 cm. 
(0.6)(0.2)(57.5)Cl/(6.8)(0.2)3(1)(5)(1/10)(100/92)= 2.75 ng/g. 



Hm* 11 CID. Bs: 0 . 5 cm. 
BfQ* 0.5 cm» V : 1 mi. 
Css 63 ng/g P.R. 8 5 % 
Hss 7.4 cm 
(11) (0.5) (63) Cl/<7.4) <0.5) 3 (1) (5) (1/10) U00/85) =55.1 ng/g. 
Aflatoxina G 2: 
Ha: 1.5 cm. Bss 0.2 cm. 
Bms 0.2 cm. V: 1 mi. 
Css 14 ng/ml. P.R.í 86.5 X 
Hss 1.7 cm 
<1.5) <0.2)(14)C1/<1.7)(0.2)3(1)(5)(1/10)<100/86.5)« 7.1 ng/g. 
Aflatoxina B 2s 
Hf)J 2.5 cm. Bss 0.4 cm. 
Bms 0.4 cm. V: 1 mi• 
Cs: 18 ng/ml. P.R.s 93.5 % 
Hss 2.5 cm. 

(2.5)(0.4)(18)Cl/(2.5)(0.4)3(1)(5)(1/10)(100/93.5)= 9.6 ng/g 

NUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL' CON 
AFLATOXIÑAS <FIG. 17). 

Cálculos para obtener los niveles de contaminacibn natural. 
Aflatoxina G 
Hns 3.6 cm. Bs: 0.2 cm. 
Bms 0.2 cm. V: 3 mi. 
Cs> 57.5 ng/ml. P.R. 92 % 
Hs: 16.5 cm. 
(3.6)(0.2)(57.5)ti/(16.5)(0.2)3(3)(5)(1/10)<100/92)» 20.5 ng/g. 



HAS 9.2 caí. Hs: 0.2 cm. 
Bms 0.2 cm. Vs 3 mi. 
Cs: 63 ng/ml. P.R. s 85 7. 
Hs: 7.4 cm. 
(9.2>(0.2)(63)C1/Í7.4) (0.2)3(3)C5)(1/10)(100/85)= 138.2 ng/g. 
Aflatoxina 6 2: 
HAS 1.5 cm. Bs: 0 . 3 cm. 
Bms 0 . 3 cm. V: 3 mi. 
Cs: 14 ng/ml. P.R.s 86.5 % 
Hs: 1.7 cm. 
(1.5)(0.3)(14)Cl/(l.7)(0.3)3(3)(5)(1/10)(100/86.5)= 21.5 ng/g. 
Aflatoxina B 2: 

HA: 8.7 cm. Bs: 0.3 cm. 
Bm: 0.3 cm. V: 3 ni. 
Cs: 18 ng/ml. P.R.s 93.5 % 
Hs: 2.S cm. 
(8.7)(0.3)(18)C1/(2.5)(0.3)3(3)(5)(1/10)(100/93.5)« 100.4 ng/g. 

MUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL CON 
AFLAT0XINA8 (FIG. 18). 

C&lculos para obtener los niveles de contaminación natural. 

Aflatoxina 8 i: 
HAS 3 . 3 cm. Bs: 0.2 cm. 
Hra: 0.2 cm V: 3 mi. 
Cs: 57.5 ng/ml. P.R.: 92 % 
Hs: 16.5 cm. 

(3.3)(0.2)(57.5)Cl/(16.5)(0.2)3(3)(5)(1/10)(100/92)= 18.7 ng/g 



Has 10.6 cm. 
Bm: 0.2 cm. 
Css 63 ng/ml. 
Hss 7.4 cm. 

Bss 0.2 cm. 
V: 3 mi. 
P.R.: 85 % 

(10.6)(0.2)(63)11/(7.4)<0.2)3(3)(5)<1/10)(100/85) = 159.2 ng/g. 
Aflatoxina 6 2 : 

Hm: 1.6 cm. 
Bm: 0.2 cm. 
Css 14 ng/ml. 
Hs: 1.7 cm 

Bs: O.2 cm. 
Vs 3 mi. 
P. R.: 86.5 y» 

(1.6) <0.2) (14) tl/U.7) <0.2) 3<3) <5) <i/10) <100/86.5)= 22.8 ng/g. 
Aflatoxina B 2 : 

Hm: 3.5 cm. 
Bm: 0.3 cm. 
Css 18 ng/ml 
Hs: 2.5 cm 

Bs: 0.3 cm. 
V« 3 mi. 
P.R.: 93.5% 

(3.5)(0.3)(18)Cl/<2.5)(0.3)3(3)(5)<1/10)(100/93.5)= 40.4 ng/g 



MUESTRA: MAIZ BLANCO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL USADO 
COMO CONTROL (FIG. 19). 
Esta muestra no está enriquecida, sin embargo pre-
sentó contaminación natural de aflatoxina B l; es 
por ello que a continuación se presentan los cálculos 
para conocer los niveles de contaminación. 

Aflatoxina G 1: No se detectó a la sensibilidad utilizada 
<30 x 5 mv); de acuerdo con el limite de 
detección se establece que su contenido 
es menor a 5 ng/g 

Aflatoxina B 1: 
Hm: 3.6 cm Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm. V: 4 mi• 
Cs: 63 ng/ml. P.R.: 85 X 
Hs: 7.4 cm 
(3.6)(0.2)(63)C1/Í7.4)(0.2)3(4)(5)<1/10)<100/85)= 72.1 ng/Q 
Aflatoxina G 2: No se detectó, la muestra tiene menos de 3.5 

ng/g. 

Aflatoxina B 2: No se detectó, la muestra tiene menos de 2.3 
ng/g. 

MUESTRA: MAIZ BLANCO ENRIQUECIDO CON AFLATOXIÑAS (FIG. 20): 
G i: 12 ng/g G 2: 2 5 ng/g 
B I: 10 ng/g B 2: 5 2 ng/g 
Cálculos para conocer los porcentajes de recuperación: 
Aflatoxina G 1: 
Hm: 1,3 cm Bs: 0 . 2 cm. 
Bm: 0 . 2 cm. V: 2 mi. 
CSÍ 57.5 ng/ml. E: 12 ng/g. 
Hs: 6.8 cm. 
< 1 . 3 X 0 . 2 ) (57.5) C1 / (6.8) (0.2)1(2) (5) (Í/IO) (100/12)« 9 1 . 6 X 



Hm* 8.2 cm. Bs: 0.4 cm. 
Bm: 0.4 cm. V: 2 mi. 
Css 63 ng/ml. Es 10 ng/g. 
Hs: 7.4 cm Cn: 72 ng/g. 

(8.2)(0.4)(63)Cl/(7.4)ÍO.4)3 Í2>(5)(1/10)El00/(72+10)3« 85.1 % 
Aflatoxina 6 2: 

Hm: 1.1 cm Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm. V: 2 mi. 
Cs: 14 ng/ml. E: 25 ng/g. 
Hs: 0.7 cm. 
(1.1) (0.2) <I4)tl/<0.7) (0.2)3(2) (5) U/10) (100/25) = 88 7. 
Aflatoxina B 2: 

Hm: 2.4 cm. Bs: 0.3 cm. 
Bm: 0.3 cm. V: 2 mi. 
Css 18 ng/ml. E: 52 ng/g 
Hs: 0.9 cm. 

(2.4) (0.3) (18) Cl/(0.9) (0.3)3(2) (5) (1/10X100/52)« 92.3 % 

NUESTRA: MAIZ BLANCO ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS (FIO. 21). 

6 li 6 0 ng/g. S 2: 120 ng/g 
B ls 42 ng/g. B 2: 450 ng/g 
Cálculos para conocer los porcentajes de recuperación. 

Aflatoxina G l: 
HAS 8 . 3 cm. Bs: o.1 cm. 
Bm: 0.1 cm. V: 4 mi. 
Cs* 57.5 ng/ml. E: 60 ng/g. 
Hs: 16.5 cm 
(8.3)(0.1)(57.5)C1/(16,5)(0.1)3(4)(5)(1/10)(100/60)« 96.4 % 



Hms 5.7 cm. Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm. V: 4 mi. 
Cs: 63 ng/ml. Es 42 ng/g 
Hs: 7.4 cm. Cn: 72 ng/g. 
(5.7) (0.2) (63) ti /(7.4) <0.2) 3 (4) (5) (1/10)C 100/ (72+42) 85.1 Y. 

Aflato*ina G 2: 
Hm: 6.4 cm. Bss 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm. V: 4 mi. 
Cs: 14 ng/ml. E: 120 ng/g. 
Hs: 1.7 cm. 
(6.4)(0.2)(14)C1/(1.7>(0.2)3(4)(5)(1/10)(100/120) = 87.8 

Aflatoxina B 2: 

Hm: 10.3 cm. Bs: 0.3 cm. 
Bm: 0.3 cm. V: 4 mi. 
Cs: 18 ng/ml. Es 450 ng/g 
Hs: 0.9 cm. 

(10.3)(0.3)(18)Cl/(0.9)(0.3>3(4)(5>(1/10)(100/450) = 91.5 X 

MUESTRA: MAIZ BLANCO ENRIQUECIDO CON AFLATOXIÑAS (FIG. 22). 

G l: 60 ng/g. 6 2: 130 ng/g 
B la 35 ng/g. B 2: 500 ng/g. 

Aflatoxina 6 l: 

Hm: 3.3 cm. Bs: 0.1 cm. 
Bm: 0.1 cm. V» 4 mi. 
Cs: 57.5 ng/ml. E: 60 ng/g. 
Hs: 6.8 cm. 

(3.3)(0.1)(57.5>Cl/(6.8)(0.1)3(4)(5)(1/10)(100/60) • 93 %. 



Hm: 5.3 Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm. V: 4 mi. 
Cs: ng/ml. E: 35 ng/g. 
Hs: 7.4 cm. Cn: 72 ng/g. 

(5.3)<0.2)<63)C1/<7.4)<0.2)3(4)<5>(1/10)C100/<72+35)84.3 % 

Aflatoxina G 2: 
Hm& 2.8 cm. 
Bm: 0.2 cm. 
Cs: 14 ng/ml« 
Hs: 0.7 cm. 

Bs: 0.2 cm. 
V: 4 mi. 
E: 130 ng/g 

(2.8)<0.2)<14)Cl/<0.7)<0.2)3<4)(5)<1/10)<100/130) « 86.1 % 

Aflatoxina B 2: 

Hm: 12 cm. Bs: 0.3 cm. 
Bm: 0.3 cm. V: 4 mi. 
Cs: 18 ng/ml. E: 500 ng/g 
Hs: o .9 cm. 

<12)<0.3)<18)Cl/<0.9)<0.3)3<4)<5)<1/10)<100/500) • 96 % 



METODOLOGIA SEGUIDA EN LOS CALCULOS PARA OBTENER PORCENTAJES 
DE RECUPERACION DE AFLATOXINAS EN MUESTRAS DE CACAHUATE. 

La ecuación que se usa para el cálculo de los porcentajes de 
recuperación de aflatoxinas para el cacahuate incorpora la 
constante del factor de dilución el cual corresponde a: 

F.D. = 130/25 = 5 . 2 
Donde: 130 : volumen total ocupado por los solventes usados 

en la extracción. 

25 : volumen de la alícuota que se ocupa del volumen 
total de solventes. 

Cálculos para determinar la concentración de aflatoxinas 
en la muestra usada como control. 
MUESTRA DE CACAHUATE USADA COMO CONTROL <FIG. 23)« 
Aflatoxina G l: 
Hm: 5 cm. Bs: 0.1 cm. 
Bms 0.1 cm. V: 1 mi. 
Cs: 5.7 ng/ml. 
Hs: 10.8 cm. 
(5)(0.1)<5.7)El/<10.8)<0.1)3 <1)<5.2)<1/10) = 1.3 ng/g. 
Aflatoxina B 1* 

Hm: 4 cm. 
Bm: 0.2 cm. 
Cs: 0.55 ng/ml. 
Hs: 2 cm. 

<4>(0.2)(0.55)El/<2)(0.2)3<1><5.2)<1/10) = 0.5 ng/g. 

Aflatoxina 6 Z' 

Hm: 4 cm. 
Bm: 0.2 cm. 
Cs: 6.5 ng/ml 
Hs: 14 cm 
(4)(0.2)(6.5)E1/(14)(0.2)3<1)<5.2)(1/10)» O.96 ng/g. 

Aprox: 1 ng/g. 

Bs: 0.2 cm. 
V: 1 mi. 

Bs: 0.2 cm. 
V: 1 mi. 



Hffi: 5.8 cm. Bs: 0.3 CID. 
Bms 0.3 cm. V: 1 mi. 
Css 0.51 ng/ml. 
Hs: 2 cm. 

(5.8)(0.3)(0.5)El/(2>(0.3)3(1)(5.2)(1/10)= 0.75 ng/g. 

Aprox: 0.8 ng/g. 

MUESTRAS CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS (FIO. 24): 

6 1: 15 ng/g. O 2: 20 ng/g. 
B ls 10 ng/g. B 2s 15 ng/g. 
Cálculos para obtener los porcentajes de recuperación de 
af latoxinas. 

Aflatoxina G 1 s 
Hms 6.7 cm Bs: 0.1 cm. 
Bms 0.1 cm. V: 3 mi. 
Css 5.7 ng/ml. Es 15 ng/g 
Hss 4.3 cm. Cn: 1.3 ng/g 

(6.7)(0.1)(5.7)C1/(4.3)(O.1)3(3)(5.2)(1/10)E100/(15+1.3)3= 84.9 

Aflatoxina B le 
Hm: 9.5 cm. Bss o«2 cm. 
Bms 0.2 cm. Vs 3 mi. 
Css 5.5 ng/ml. Es 10 ng/g. 
Hs: 8.8 cm. Cn: 0.5 ng/g. 
(9.5) (0.2) (5. 5) E 1/ (8.8) (0.2)3(3) (5.2) (1/10)11100/(10+0.5)3« 88.1 7. 
Aflatoxina G 2: 

Hms 10.4 cm. Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm. Vs 3 mi. 
Css 6.5 ng/ml Es 20 ng/g. 
Hs: 5.6 cm. Cn: 1 ng/g. 
(10.4)(0.2)(6.5)E1/Í5.6)(0.2)3(3)(5.2)(1/10)E100/(20+1)3= 89.6 X 



Hm: 13.3 cm. Bes 0.3 cm. 
Bffl: 0.3 cm. V: 3 mi. 
Cs: 5.1 ng/ml. Es 15 ng/g 
Hss 8.1 cm. Cn: 0.8 ng/g. 
(13.3)(0.3)(5.1)C1/(8. 1)(0.3)3(3)(5.2)(1/10)£100/(15+0.80)3=82.6% 

MUESTRA : CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS (FXG. 25): 
Q i: 60 ng/g. G 2: 120 ng/g 
B 1: 50 ng/g B 2s 70 ng/g 
Cálculos para encontrar los porcentajes de recuperación. 
Aflato*ina G ls 

Hm: 6.6 cm. Bs: 0.1 cm. 
Bm: 0.1 cm. V: 3 mi. 
Cs: 57 ng/ml. E: 60 ng/g 
Hs: 10.8 cm. Cn: 1.3 ng/g 

(6.6) (0.1)(57)C1/<10.8)(0.1)3(3)(5.2)(1/10)C100/(60+1.3)3= 88.6 % 
Aflatoxina- B 1: 
hta: 10.4 cm. Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm* V: 3 mi. 
Cs: 5.5 ng/ml E: 50 ng/g. 
Hs: 2.2 cm Cn: 0.5 ng/g 

(10.4)(0.2)(5.5)E1/(2.2)(0.2)3(3)(5.2)(1/10)C100/(50+0.5)3= 80.3 X 

Aflatoxina G 2: 
HA: 15.3 cm. Bs: 0.3 cm. 
Bm: 0.3 cm. V: 3 mi. 
Cs: 65 ng/ml. E: 120 ng/g. 
Hss 14 cm Cn: 1 ng/g. 
(15.3)(0.3)(65)C1/(14)(0.3)3(3)(5.2)(1/10)C100/(120+1)3- 91.6% 



Hm: 16.1 cm. Be: 0.4 cm. 
Bmt 0.4 cm. V: 3 mi. 
Cs: 5.1 ng/ml. E: 70 ng/g 
Hs: 2 cm. Cns 0.8 ng/g 

<16.1)<0.4)<5.1)C1/<2)<0.4)3 <3)(5.2)<1/10)C100/<70+0.8)3= 90.4 X 
% 

MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS (FIG. 27): 
B l: 110 ng/g G 2: 172 ng/g B 2: 150 ng/g 

C&lculos para encontrar los porcentajes de recuperación: 
Aflatoxina B 1: 

Hm: 5.5 cm. Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm. V: 3 mi. 
Cs: 100 ng/ml. E: 110 ng/g 
Hs: 8.7 cm. Cn: 0.5 ng. 

(5.5)(0.2)<100)El/(8.7)(0.2)3(3)(5.2)(1/10)t100/(110+0.5)3=89.IX 

Aflatoxina G 2: 
Hm: 6.6 cm Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm V: 3 mi. 
Cs: 200 ng/ml. E: 172 ng/g 
Hs: 13.7 cm Cn: i ng/g 
(6.6)(0.2)(200)C1/(13.7)(0.2)3(3)(5.2)(1/10)C100/(172+1)3= 86.8 X 

Aflatoxina B 2: 

Hm: 7.1 cm. 
Bm: 0.3 cm. 
Cs: 30 ng/ml. 
Hs> 2.4 cm 

Bs: 0.3 cm. 
V: 3 mi. 
E: 150 ng/g 
Cn: 0.8 ng/g 

(7.1)(0.3)(30)C1/(2.4)(0.3)3(3)(5.2)(1/10)t100/(150+0.8)3= 91.8 



NUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS (FIG. 26): 
B i: 150 ng/g G 2: 250 ng/g B 2: 210 ng/g 

C&lculos para encontrar el porcentaje de recuperación* 
Aflatoxina B i: 

Hm: 7.1 cm. Bs: 0.2 cm. 
Bm« 0.2 cm. V: 3 mi. 
Cs: 100 ng/ml. E: 150 ng/g 
Hs: 8.7 cm. Cn: 0.5 ng/g. 
(7.1) (0.2) (100) E 1 /(8.7) (0.2)3(3) (5.2) (1/10) E 100/ (150+0.5) 3 a 84.57. 
Aflatoxina G 2: 

Hm: 9.5 cm. Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm V: 3 mi. 
Cs: 200 ng/ml. E: 250 ng/g 
Hs: 13.7 cm. Cn: 1 ng/g. 
(9.5)(0.2)(200)E1/(13.7)(0.2)3(3)(5.2)(1/10)E100/(250+1)3 = 86.2 X 
Aflatoxina B 2: 
Hm: 10.4 cm. Bs: 0.3 cm. 
Bm: 0.3 cm. V: 3 mi. 
Cs: 30 ng/ml. E: 210 ng/g 
Hs: 2.4 cm Cn: 0.8 ng/g. 

(10.4)(0.3)(30)El/<2.4)(0.3)3(3)(5.2)(1/10)C100/(210+0.8)3= 96.2 % 

MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS (FIG. 28): 
B 1 s 32 ng/g G 2: 24 ng/g B 2: 20 ng/g 

Cálculos para encontrar los porcentajes de recuperación. 
Aflatoxina B 1: 

Hm: 9 cm. Bs: 0.2 cm. 



Bm: 0.2 cm. V: 1 mi. 
Cs: 100 ng/ml. Es 32 ng/g 
Hss 17.4 cm. Cns 0.5 ng/g. 
(9) (0.2) (100 )tl/(17.4) (0.2)3(1) (5.2) (1/10) £100 (32+0.5) 3» 82.7 7. 

Aflato*ina 6 2 : 

Hm: 4.8 cm Bss 0.4 cm. 
Bm: 0.4 cm. V¡ 1 mi. 
Css 25 ng/ml. E: 24 ng/g. 
Hss 3.2 cm Cns 1 ng/g. 

(4.8) (0.4) (25) 11/(3.2) (0.4)3(1) (5.2) (1/10)C100/(24+1)3= 78.0 7. 

Aflatoxina B 2: 
Hm: 6.9 cm. Bs: 0.5 cm. 
Bm: 0.5 cm V: 1 mi. 
Cs: 20 ng/ml. Es 20 ng/g 
Hss 4.2 cm Cn: 0.8 ng/g. 
(6.9) (0.5) (20>n/(4.2> (0.5)3(1) (5.2) (1/10)C100/(20+0.8)3= 82.1 7. 

MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXIÑAS (FI6. 29): 

B 15 15 ng/g G 2: 19 ng/g B 2: 15 ng/g 

C&lculos para encontrar los porcentajes de recuperación. 

Aflatoxina B 1 : 
Hm: 8.5 cm 
Bm: 0.2 cm. 
Cs: 10 ng/g. 
Hs: 3.5 cm. 

Bs: 0.2 cm. 
V; 1 mi. 
E: 15 ng/g. 
Cn: 0.5 ng/g. 

(8.5) (0.2) (10) C1/ (3.5) (0.2)3(1) (5.2) (1/10) C100/(15+0.5) 3= 81.4 % 



Hm: 16.4 cm. Bs: 0.4 cm. 
Bm« 0.4 cm. V: i ml. 
Cs: 25 ng/ml. E: 19 ng/g 
Hs: 13 cm. Cn: 1 ng/g. 
(16.4)(0.4)(25)El/(13)(0.4)3(1)(5.2)(1/10)E100/(19+1)3= 82.0 % 

Aflatoxina B 2« 
Hm: 11 cm. Bs: 0.5 cm. 
Bm: 0.5 cm. V: 1 mi. 
Cs: 20 ng/ml. E: 15 ng/g 
Hs: 8.5 cm Cn: 0.8 ng/g. 
(11) (0.5) (20) El/(8.5) (0.5) 3 (1) (5.2) (1/10) E100/(15+0.8) 3= 85. 1 7. 



METODOLOGIA SEGUIDA EN LOS CALCULOS PARA OBTENER LOS PORCENTAJES 
DE RECUPERACION DE AFLATOXINAS EN MUESTRAS DE NUEZ. 

MUESTRA: NUEZ SIN ENRIQUECER USADA COMO CONTROL. 

OBSERVACION: La muestra no presentó contaminación natural 
de ninguna aflatoxina. 

La ecuación que se usa para el cálculo de los porcentajes de 
recuperación de aflatoxinas para la nuez incorpora la constante 
del factor de dilución el cual corresponde a: 

F.D. • 140/25 « 5.6. 
Donde: 140 : Volumen -total ocupado por los solventes usados 

en la extracción. 
25 : Volumen de la al icuota que se ocupa del volumen 

total de solventes. 
Debido a que la muestra que fue usada como control no presentó 
contaminación natural de aflatoxinas, a continuación se presenta -
rán las muestras que fueron enriquecidas. 

MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINAS <FIG. 33)« 

B l: 15 ng/g G 2: 20 ng/g B 2: 16 ng/g 

C&lculos para obtener los porcentajes de recuperación de las 
aflatoxinas. 



Hm: 3.4 cm Bs: 0.2 cm. 
Bms 0.2 cm V: 1 mi. 
Cs: 10 ng/ml. Es 15 ng/g. 
Hs: 3.5 cm 

(8.4)Í0.2)(10)11/(3.5)(0.2)3(1)(5.6)(1/10)<100/15) = 89.6 % 

Aflatoxina G 2: 
Hm: 8.2 Bs: 0.4 cm. 
Bm: 0.4 cm. V: 1 mi. 
Cs: 25 ng/ml. Es 20 ng/g. 
Hs« 6.5 cm 
<8.2) <0.4) <25)Cl/(6.5) (0.4)3(1) (5.6) (1/10) (100/20)= 88.3 V. 

Aflatoxina B 2: 
Hm: 11.l cm. Bs: 0.5 cm. 
Bm: 0.5 cm. V: 1 mi. 
Cs: 20 ng/ml. E: 16 ng/g . 
Hs: 8.6 cm. 

(11.1)(0.5)(20)Cl/(8.6)(0.5)3(1)(5.6)(1/10)(100/16)« 90.3 X 

MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINAS (FIG. 34): 
Bl: 30 ng/g G 2: 25 ng/g B 2: 20 ng/g 

Cálculos para encontrar los porcentajes de recuperación de 
aflatoxinas. 

Aflatoxina B ls 

Hm: 16.8 cm Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm V: 1 mi. 
Cs: lo ng/ml. E: 30 ng/g. 
Hs: 3.5 cm 

(16.8)(0.2)(10)t1/(3.5)(0.2)3(1)(5.6)(1/10)(100/30)= 89.6 V.. 



Hm: 9.1 cm. Bs: 0.4 cm. 
Bm: 0.4 cm V: 1 mi. 
Cs: 25 ng/ml. E: 25 ng/g. 
Hs: 6.4 cm. 

(9.1)(0.4)(25)CI/(6.4)(0.4)3(1)(5.6)(1/10)<100/25) = 80.0 7. 

Aflatoxina B 2: 
Hm: 13.0 cm Bs: 0.5 cm. 
Bm: 0.5 cm. V: 1 mi. 
Cs: 20 ng/ml. E: 20 ng/g. 
Hs: 8.6 cm. 
(13.0) (0.5) (20) C1/Í8.6) (0.5) 3 (1) (5.6) (1/10) (100/20)= 85.0 X 

MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINAS (FIO. 35): 

B l: H O ng/g G 2: 170 ng/g B 2: 150 ng/g 

Cálculos para encontrar los porcentajes de recuperación de 
af latoxinas. 
Aflatoxina B l: 

Hm: 5.2 cm. Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm. V: 3 mi. 
Cs: 100 ng/ml. E: 110 ng/g 
Hs: 8.7 cm 

(5.2)(0.2)(100>El/(8.7>(0.2)3<3)(5.6)(1/10)(100/110)= 91.2 % 
Aflatoxina G 2: 

Hm: 6 cm. Bs: 0.3 cm. 
Bm: 0.3 cm. V: 3 mi. 
Cs: 200 ng/ml. E: 170 ng/g 
Hs: 13.7 cm. 

(6) (0.3) (200)C1/(13.7) (0.3)3(3) (5.6) (1/10) (100/170) = 86.6 7. 



HfflS 6.7 cm. Bs: 0.3 coi. 
Bm: 0.3 cm. V: 3 mi. 
Css 30 ng/ml Es 150 ng/g. 
Hs: 2.4 cm 

<6.7) <0.3)<30)Cl/<2.4)<0.3)3 <3>(5.6)<1/10)<100/150)— 93.8 X. 

MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINAS (FIG. 36): 

B l: 160 ng/g S 2: 270 ng/g B 2: 240 ng/g 
Cálculos para obtener los porcentajes de recuperación de 
a-f latoxinas. 

Aflatoxina B i: 
Hro: 7.3 cm 
Bm: 0.2 cm. 
Css 100 ng/ml. 
Hs: 8.7 cm. 

Bs: 0.2 cm. 
V: 3 mi. 
E: 160 ng/g. 

<7.3) <0.2)(100)£1/(8.7)<0.2)3 <3)(5.6)(1/10)(100/160)» 88.1 % 

Aflatoxina G 2: 
Hm: 9.8 cm. 
Bm: 0.3 cm. 
Cs: 200 ng/ml. 
Hs: 13.7 cm 

Bs: 0.3 cm. 
V: 3 mi. 
E: 270 ng/g. 

<9.8)(0.3)(200)£1/(13.7)<0.3)3(3)(5.6)(1/10)(100/270) • 89.0 % 
Aflatoxina B 2: 
Hm: 10.9 cm. 
Bm: 0.3 cm. 
Cs: 30 ng/ml. 
Hs: 2.4 cm 

Bs: 0.3 cm. 
V: 3 mi. 
E: 240 ng/g. 

(10.9)(0.3)(30)Ci/<2.4)(0.3)3<3)<5.6)<1/10)<100/240)= 95.4 % 



MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINAS <FIG. 37): 

B i: 120 ng/g G 2: 170 ng/g B 2 : 160 ng/g 

C&lculos para obtener los porcentajes de recuperación de afla-
toxinas. 
Aflatoxina B 1: 
Hm* 5.5.cm. Bs: 0.2 cm. 
Bm: 0.2 cm. V: 3 mi. 
Cs: 100 ng/ml. E: 120 ng/g. 
Hs: 8.7 cm. 
(5.5) (0.2) (100) C 1/(8.7) (0.2)3(3) (5.6) (1/10) (100/120)= 88.5 7.. 
Aflatoxina G 2: 

Hm: 6.5 cm. Bs: 0.3 cm. 
Bm: 0.3 cm. V: 3 mi. 
Cs: 200 ng/ml. E: 170 ng/g. 
Hs: 13.7 cm 

(6.5) (0.3) (200)C1/(13.7) (0.3)3(3) (5.6) (1/10) (100/170) = 93.7 7. 
Aflatoxina B 2: 
Hm: 7.1 cm. Bs: 0.3 cm. 
Bm: 0.3 cm. V: 3 mi. 
Cs: 30 ng/ml. E: 160 ng/g. 
Hs: 2.4 cm. 

(7.1)(0.3)(30)£1/(2.4)(0.3)3(3)(5.6)(1/10)(100/160)= 93.1 % 



METODOLOGIA PARA LA EVALUACION DE LOS METODOS ANALITICOS 

CALCULOS PARA OBTENER LOS LIMITES DE DETECCION DE LAS AFLATOXINAS 

Definición. 

Limite de detección. Es la minima concentración de un analito a 
la cual el detector responde en forma directa a una seftal equiva-
lente al doble de su ruido. 

METODOS DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION <HPLC> 
DETECCION POR FLUORESCENCIA MOLECULAR 

MUESTRAS DE MAIZ .-

Aflatoxina B 1 derivatizada. 

Condiciones de la muestras 
Sensibilidad del detector: 30 x 
Atenuación del registrador: 5 mv. 
Volumen de recuperación: i mi. 

Se seleccionó la muestra denominada "maiz amarillo contaminado en 
forma natural usado como control" que contenía 40 ng/g y cuya altura 
del pico fue de 8 cm. Se comparó con la muestra enriquecida de 2.5 
ng/g de B 1, cuya altura fue de 8.5 cm. Asi, se infiere que la al-
tura remanente se debe al enriquecimiento: 
Asi, tenemos: 
8.5 cm — 8.0 cm • 0.5 cm > 2.5 ng/g 
El doble del ruido: 0.1 cm > x = 0 > 5 n g / g . = U i ( n i te de de-

tección. 



A partir de este ejemplo se ha construido la siguiente ecuación 
para el calculo de los limites de detección de aflatoxinas en 
maíz por HPLC-Fluorescencia. 

(Cm) (D) (1/Ha) « Limite de detección. 
Dondes 

Drs Concentración de la aflatoxina cuyo limite de detección se 
desea conocer. 

Ha: Altura del pico de la a-flatoxina cuyo limite de detección se 
desea conocer. 

D : Doble del ruido del detector ante el cual se realizó el ero-
matograma. 

Aflato* ina 6 1 derivatizada. 

Condiciones de la muestra: 
Sensibilidad del detector: 30 x 
Atenuación del registrador: 2 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. k 

Muestra seleccionada: "Maíz amarillo contaminado en -forma natural 
usado como control" (FIG. 14). 

Cm: 4 ng/g. 
Ka: 2 cm. 
D: 0.2 cm. 

(4) <0.2) (1/2) = 0.4 ng/g 

Aflatoxina B 2. 

Condiciones de la muestra: 
Sensibilidad del detector: 30 x 
Atenuación del registrador: 2 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 



Muestra seleccionada: " Maiz amarillo contaminado en forma naturalu 

<FIG. 16). 
Cms 7.1 ng/g. 
Ha: 1.5 cm. 
D: 0.2 mv. 

(7.1) <0.2) <1/1.5) = 0.95 , Aprox. 1 ng/g. 

Aflatoxina B 2. 

Condiciones de la muestra: 

Sensibilidad del detector: 30 x 
Atenuación del registrador: 2 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Muestra seleccionada: " Maiz amarillo contaminado en forma natural" 
<FIG. 16). 

Cm: 9.6 ng/g. 
Ha: 2.5 cm. 
D: 0.2 cm. 

<9.6) <0.2) <1/2.5) • 0.77 Aprox. 0.8 ng/g. 

MUESTRAS DE C A C A H U A T E 

frflatoxina B 1 derivati2ada 

Condiciones de la muestra: 
Sensi b i 1 i dad del det ec t or: 0.05 
Atenuación del registrador: 2 mv. 
Volumen de recuperación: l mi. 

Muestra seleccionada: "Control" <FIG. 23). 
Cm: 0.5 ng/g. 
Ha: 4 cm. 
D: 0.6 cm 

<0.5) (0.6) (1/4) • 0.075 Aprox. 0.08 ng/g 



Aflatoxina G 1 derivatizada 

Condiciones de la muestra: 

Sensibilidad del detector: 0.05 

Atenuación del registrador: 2 mv. 

Volumen de recuperación: 1 mi• 

Muestra seleccionada: "Control" (FIG. 23). 
On: 1.3 ng/g 
Ha: 5 cm. 
0: 0.6 cm. 
ti.3) <0.6) (1/5) = 0.15 n g / g 

Aflatoxina G 2. 
Condiciones de la muestra» 

Sensibilidad del detector: 0.05 
Atenuación del registrador: 2 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Muestra seleccionada: "Control" (FI6. 23). 
Cm: l ng/g 
Ha: 4 cm. 
Di 0.6 cm. 

<1) (0.6) (1/4) «0.15 n g / g 

Aflatoxina B 2. 

Condiciones de la muestra: 

Sensibilidad del detector: 0.05 
Atenuación del registrador: 2 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 



Muestra seleccionada: "Control" (FIG. 23). 

Cm: 0.75 ng/g 
Ka: 5.8 cm. 
Ds 0.6 cm. 

Í0.75) <0.6) <1/5.8) « 0.077 Aprox. 0.08 ng/g 

MUESTRAS DE NUEZ. 

Aflatoxina B 1 derivatizada 

Condiciones de la muestra: 
Sensibilidad del detector: 0.05 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 2 mi. 
Muestra seleccionada: "Muestra enriquecida" (FIG. 33). 
CR: 15 ng/g. 
Ha: 8.4 cm. 
D : 0.1 cm. 
<15) (0.1) (1/8.4) = 0.18 ng / g. 

Aflatoxina G 1 derivatizada. 

A -fin de obtener el limite de detección para la nuez, se tomó la 
relación de limites de detección entre B 1 y G 1 del cacahuate 
la cual se expone a continuación: ' 

G i / B 1 * 0.156 / 0.08 = 1.95 Aprox. 2 ng/g. 
Así, el valor de 2 se tomarh como parámetro para referirlo al li-
mite de detección de B 1 a partir de nuez. Suponiendo que 6 1 
se hubiera registrado a las siguientes condiciones: 



Condiciones de Xa muestra: 
Sensibilidad del detector: 0.05 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Limite de detección de B 1 a partir de nuez: o.18 ng/g. 
Asi, tendríamos para G 1 a partir de nuez: 0.18 X 2 = 0.36 ng/g. 

Aflatoxina G 2. 

Condiciones de la muestra: 
Sensibilidad del detector: 0.05 
Atenuación del registrador'* 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Muestra seleccionada: "Muestra enriquecida" (FIG. 33). 

Cm« 20 ng/g. 
Ha: 8.2 cm. 
0: 0.1 cm. 

<20) <0.1) <1/8.2) « 0.24 n g / g 

Aflatoxina B 2 

Condiciones de la muestra: 
Sensibilidad del detector: 0.05 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Muestra seleccionada: "Muestra enriquecida" (FIG. 33). 
Cm: 16 ng/g. 
Ha: H . i cm 
D: 0. 1 cm. 

<16) <0.1) <1/11.1) - 0.14 ng / g. 



METODOS DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION <HPLC> 

DETECCION POR ABSORCION ULTRAVIOLETA 

Loe limites de detección para estándares se pueden observar a con-
tinuación. Sin embargo, si se quisieran conocer aquellos que se es-
perarían para muestras contaminadas de maíz, cacahuate y nuez, a 
continuación se presentan los cálculos sugeridos para ello. 

LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN PARA MAIZ 

Aflatoxina B 1. 
Condiciones del estándar« 
Sensibilidad del detector: 0.001 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 
Estándar seleccionado (FIG. 5): 
Cs: 956 ng/ml. 
Ha: 4.1 cm. 
D: 0.5 cm. 
Asi, se obtiene: 
(956) (0.5) (1/4.1) « 116.5 ng/ml Valor del limite de detec-

ción para el estándar: 
LS 

A fin de calcular el limite de detección de la aflatoxina que seria 
obtenido a partir de muestras de maíz, se toma en cuenta el proceso 
de extracción y el porcentaje de recuperación como se indica a conti-
nuación. 
Asi, la ecuación queda: 
(Ls) (F.D.) (V) (1/10) (100 / P.R.) » Limite de detección sugerido. 



(116.5 ng/ml) (5) (1 mi> íl/10 g) (100/95) = 63. 2 ng/g 

Valor del limite de detec 
ción para la aflatoxina. 

Aflatoxina G 1. 

Condiciones del estándar: 
Sensibilidad del detector: 0.001 
Atenuación del registrador 10 mv. 
Volumen de recuperación ' 1 mi. 

Estándar seleccionado (FIG. 5>: 

Cs: 658 ng/ml. Ha: 4.1 cm P.R. 92 7. 
D : 0.5 cm. F.D. 5 
(658) (0.5) (1/4.1) Ls: 80.2 ng/ml. 

(80.2Í (5) <i) (1/10) (100/92) = 43.6 ng/g. 

Aflatoxina G 2 
Condiciones del estándar: 

Sensibilidad del detector: O.OOl 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Estándar seleccionado (FIG. 5): 
Cs: 1020 ng/ml Ha: 10.2 cm P.R.: 86.5 X 
D: 0.5 cm F.D. 5 

(1020) (0.5) (1/10.2) = 50 ng/ml 
(SO) (5) (1) (1/10) (100/86.5) = 29 ng/g. 



Condiciones del estándar* 

Sensibilidad del detector: 0.001 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 
Estándar seleccionado (FIG. 5): 

Cs: 984 ng/ml. Ha: 10.6 cm P.R.: 93.5 Y. 
D: 0.5 cm F.D. 5 

<984) (0.5) (1/10.6) = 46.4 ng/ml. 

(46.4) (5) <1) <1/10) (100/93.5) = 25 ng/g. 

LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN PARA CACAHUATE 

Aflatoxina B 1. 
Condiciones del estándar: 

Sensibilidad del detector: O.001 

Atenuación del registrador: 10 mv. 

Volumen de recuperación: i mi. 

Estándar seleccionado (FIG. 5): 
Cs: 956 ng/ml. Ha: 4.1 cm 
D: 0.5 cm. F.D. 5.2 

(956) (0.5) <1/4.1) = 116 ng/ml. 

(116) (5.2) (1) (1/10) (100 / 84.2) 

P.R.: 84.2 V. 

« 71.6 Aprox. 72 ng/g. 



Condiciones del estándar: 

Sensibilidad del detector: 0.001 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Estándar seleccionado (FIG. 5): 

Cs: ¿>58 ng/ml. Ha: 4.1 cm P.R.: 92 5í 
DJ 0.5 cm F.D.: 5.2 

(65SÍ (0.5) (1/4.1) = 80.2 ng/ml. 

(80.2) (5.2) (1) (1/10) (100/92) = 45.3 ng/g. 

Aflato*ina 6 2. 

Condiciones del estándar: 
Sensibilidad del detector: 0.001 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Estándar seleccionado (FIS. 5): 

Cs: 1020 ng/ml. Ha: ío.Z cm P.R.s 86.5 » 
D: 0.5 cm F.D. 5.2 

(1020) (0.5) (1/10.2) = 50 ng/ml. 
(SO) (5.2) (1) (1/10) (100/86.5) » 30 ng/g. 

Aflatoxima B 2. 
Condiciones del estándar: 

Sensibilidad del detectors 0.001 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 



Estándar seleccionado (FIS. 5): 

Cs: 984 ng/ml. Ha: 10.6 cm P.R.: 93.5 Y. 
Di 0.5 cm F.D. 5.2 

(984) (0.5) (1/10.6) = 46.4 ng/ml 

(46.4) (5.2) (1) (1/10) (100/93.5) = 25.8 Aprox. .26 ng/g. 

LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN PARA NUEZ. 

Aflatoxina B 1. 
Condiciones del estándar: 

Sensibilidad del detector: 0.001 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Estándar seleccionado (FIG. 5): 
Cs: 956 ng/ml. Ha: 4.1 cm P.R.: 89.4 Y. 
D¡ 0.5 cm F.D. 5.6 

(956) (0.5) (1/4.1) = 116 ng/ml. 
(116) (5.6) (1) (1/10) (100/89.4) = 72.6 Aprox. 73 ng/g 
Aflatoxina G 1. 

Si se asume que la relación de los limites de detección entre G 1 
y B 1 se mantuviera igual en la nuez como en el cacahuate, tendría-
mos: 

G 1 / B 1 « 4 5 . 3 / 7 2 * 0.63 

Asi, el valor de 0.63 se tomará como parámetro para referirlo al 
limite de detección de B 1 a partir de nuez. Suponiendo que G 1 
se hubiera registrado a las siguientes condiciones: 



Condiciones del estándar: 
Sensibilidad del detector: 0.001 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Limite de detección de B 1 a partir de nuez: 73 ng/g. 

Asi, tendríamos para G 1 a partir de nuez: 73 X 0.63 - 46 ng/g. 

Af^afroxina G 2. 

Condiciones del estándar: 
Sensibilidad del detector: 0.001 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Estándar seleccionado (FIG. 5): 

Cs¡ 1020 ng/g Ha: 10.2 cm P.R. : 86.5 X 
0: 0.5 cm F.D. 5.6 
(1020) (0.5) (1/10.2) = 50 ng/ml. 

(SO) (5.6) (1) (1/10) (100/86.5) • 32.4 ng/g. 

Aflatoxina B 2 
Condiciones del estándar: 
Sensibilidad del detector: 0.001 
Atenuación del registrador: 10 mv. 
Volumen de recuperación: 1 mi. 

Estándar seleccionado (FIG. 5): 
Cs: 984 ng/ml. Ha: 10.6 cm F.R.: 93.S X 
D: 0.5 cm F.D. 5.6 

(984) (0.5) (1/10.6) « 46.4 ng/ml. 
(46*4) (5.6) (1) (1/10) (100/93.5) = 27.8 Aprox. 28 ng/g. 



METODOS DE LECTURA DIRECTOS 

DETECCION POR FLUORESCENCIA MOLECULAR 

LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN PARA MUESTRAS DE MAIZ 

Si se asume que no hubiera interferencia en la fluorescencia total 
causada por compuestos diferentes de las aflatoxinas, se procedería 
como a continuación se indica. 

Para los cálculos se usaron las intensidades de fluorescencia de 
los estándares de aflatoxinas, el factor de dilución debido al 
procedimiento de extracción y el porcentaje de recuperación. 

Condiciones generales a las cuales se midieron los, ̂ stfrndarps. 

Sensibilidad del detector« 100 x 10 
Slit: 0.5 mm. 
Volumen de recuperación: 3 mi. 
Trayecto óptico de celda: 1 cm. 
Lambda de excitación: 365 nm. 
Lambda de emisión: 436 nm. 

Aflatoxina B 1 derivatizada. 

Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. III): 

Cs: 5 ng/ml. If: 10.5 P.R: 85 % 
Dt 1.0 F.D.: 5 
Donde If : Intensidad de fluorescencia del estándar. 

Todos los demás tórminos han sido previamente definidos. 
Asi, se obtiene: 
(5) (1.0) <1 / 10.5) « 0.47 ng/ml Limite de detección para el estándar. 



A fin de calcular el limite de detección de la aflatoxina que seria 
obtenido a partir de muestras de malz, se toma en cuenta el proceso 
de extracción y el porcentaje de recuperación como se indica a 
continuación» 

(0.47) (5) (3) (1/10) (100/85) « 0.82 ng/g para maiz. 

Aflatoxina G 1 derivatizada. 

Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. IV)* 
Css 5 ng/ml If: 9 P.R.s 92 % 
D: 1 F.D. : 5 
<5> U ) íl/9) = 0.55 ng / mi. 

(0.55) (5) (3) (1/10) (100/92) = 0.89 n g / g 

Aflatoxina G 2. 

Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. V) : 
Cs: 5 ng/ml If: 8.5 P.R.: 86.5 7. 
0: 1 F.D. 5 
(5) íl) (1/8.5) = 0.58 ng/ml. 

(0.58) (5) (3) (1/10) (100/86.5) = I ng/g. 

Aflatoxina B 2. 

Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. VI): 
Cs: 5 ng/ml 
D» 1 

If: 22.5 
F.D. 5 

P.R. : 93.5 7. 

(5) (1) (i/22.5) 0.22 ng/ml 

(0.22) (5) (3) (1/10) (100/93.5) 0.35 ng/g 



L I M I T E S D E D E T E C C I O N PARA M U E S T R A S DE C A C A H U A T E 

Se contaminaron muestras de cacahuate con la -finalidad de conocer 
los limites de detección de cada aflatoxina. Los niveles de contami-
nación se representan mediante Cm. 

Condiciones generales a las cuales se hicieron las mediciones. 

Sensibilidad del detector: 100 x 10. 
Slit: 0.5 mm 
Volumen de recuperación: 3 mi. 
Trayecto óptico de celda: 1 cm. 
Lambda de excitación: 365 nm. 
Lambda de emisión: 436 nm. 

Aflatoxina B 1 derivatizada. 

Cm: lo ng/g 
If: 11.5 
D: 1 

<10) <1> (1/11.5) • 0.87 ng/g. 

Aflatoxina G 1 derivatizada. 

Cros 10 ng/g 
If: 11.0 
D: 1 

(10) <1) <1/11) = 0.90 ng/g. 

Aflatoxina G 2 
C«: 10 ng/g 
If: 10 
D: 1 

<10) <1) <1/10) * I ng / g. 



Cm: 10 ng/g 
Iis 25.0 
D'- 1 

(10) <1) (1/25) « 0.40 ng/g. 

L I M I T E S DE D E T E C C I O N PARA MUESTRAS D E NUEZ 

Se contaminaron muestras de nuez con la finalidad de conocer los li-
mites de detección de cada aflatoxina. Los niveles de contaminación 
se representan mediante Cm. 

Condiciones generales a las cuales se hicieron las mediciones 

Sensibilidad del detector: 100 x 10 
Slit: 0.5 mm. 
Volumen de recuperación: 3 mi. 
Trayecto óptico de celda: 1 cm. 

< Lambda de excitación: 365 nm. 
Lambda de emisión: 436 nm. 

Aflatoxina B 1 derivatizada. 

Cm: 10 ng/g. 
If: 10.5 
D: 1 
(10) <1) (1/10.5) = 0.95 ng/g 
Aflatoxina G 1 derivatizada. 
Asumiendo que la relación de los limites de detección entre 6 1 y 
B 1 se mantiene igual en la nuez que en el cacahuate, se tendría: 

G 1 / B 1 = 0.90 / 0.87 = 1.03 



Asi, el valor de 1.03 se tomará como parámetro para referirlo al 
limite de detección de B 1 a partir de nuez. Suponiendo que G i 
se hubiera sometido a las mismas condiciones que B 1 : 

Limite de detección de B 1 a partir de nuez : 0.95 ng/g. 
Así, tendríamos para G 1 a partir de nuez: 0.95 x 1.03 » 0.98 ng/g 

Aprox . : 1 ng/g. 
Aflatoxina G 2. 

Cm: 10 ng/g. 
If: 9.0 
D: 1 

(10) (1) (1/9) = 1.11 ng/g. 
Aflatoxina B 2. 
Cm: 10 ng/g. 
If: 24.0 
D: 1 

(10) (1) (1/24) 0.41 ng/g. 



METODOS DE LECTURA DIRECTOS 

DETECCION POR ABSORCION ULTRAVIOLETA 

Los limites de detección para estándares se pueden observar a con-
tinuación. Sin embargo, si se quisieran conocer aquellos que se 
esperarían para muestras contaminadas de maíz, cacahuate y nuez, 
a continuación se presentan los cálculos sugeridos para ello. 

Condiciones generales a las cuales se midieron los estándares. 

Siiti 0.1 mm. 
Volumen de recuperación: 3 mi. 
Trayecto óptico de celda: l cm. 

LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN PARA EL MAIZ. 

Aflatoxina B 1. 
Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. XI): 
CSÍ 320 ng/ml. As: 0.020 P.R.: 85 % 
Di 0.004 F.D. 5 

Donde: As = Absorbancia del estándar. 
Todos los demás términos han sido previamente 
definidos. 

Asi, se obtiene: 
(320) (0.004) (1/0.020) = 64 ng/ml. Valor-del limite de detección 

para el esrándar. 
A fin de calcular el limite de detección de la aflatoxina que seria 
obtenido a partir de muestras de maíz, se toma en cuenta el proceso 
de extracción y el porcentaje de recuperación como se indica a con-
tinuación. 



(64) (S) (3) (i/XO) <X00/85) « 113 ng/g 

Aflatoxina G 1. 

Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. XII): 

Cs: 345 ng/ml. As: 0.018 P.R. 92 7, 
D* 0.004 F.D. 5 

(345) (0.004) (1/0.018) = 76.6 ng/ml. 
(76.6) (5) (3) (1/10) (100/92) « 125 ng/g 
Aflatoxina G 2. 

Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. XIII): 
Cs: 380 ng/ml. As: 0.021 P.R. 86.5 % 
D: 0.004 F.D. 5 
(380) (0.004) ti/O.021) = 72.3 ng/ml. 
(72.3) (5) (3) (1/10) (100/86.5) « 126 ng/g 
Aflatoxina B 2. 
Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. XV>: 
Cs: 270 ng/ml As: 0.018 P.R. 93.5 7. 
D: 0.004 F.D. 5 

(270) (0.004) (1/0.018) = 60 ng/ml. 

(60) (5) (3) (1/10) (100/93.5) = 96 ng/g 

LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN PARA EL CACAHUATE. 

Aflatoxina B 1. 

Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. XI): 
Cs: 320 ng/ml. As: 0.020 P.R. 85 7. 
D: 0.004 F.D. 5.2 



(320) (0.004) (1/0.020) = 64 ng/ml. 
(64) (5.2) (3) (1/10) (100/85) = 118 ng/ml 

Af latoxina G 1. 

Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. XII): 

Cs: 345 ng/ml. As: 0.018 P.R. 92 7. 
D: 0.004 F.D. 5.2 

(345) (0.004) (1/0.018) = 76.6 ng/ml. 
(76.6) (5.2) (3) (1/10) (100/92) = 130 ng/g. 

Aflatoxina G 2. 

Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. XIII): 

Cs: 380 ng/ml. As: 0.021 P.R. 86.5 7. 
D: 0.004 F.D. 5.2 
(380) (0.004) (1/0.021) = 72.3 ng/ml. 
(72.3) (5.2) (3) (1/10) (100/86.5) » 130 ng/g 

Aflatoxina B 2. 

Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. XIV): 

Cs: 270 ng/ml. As: 0.018 P.R. 93.5 % 
D: 0.004 F.D. 5.2 

(270) (0.004) (1/0.018) « 60 ng/ml. 
(60) (5.2) (3) (1/10) (100/93.5) = 100 ng/g. 



LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN PARA LA NUEZ. 

Aflatoxina B 1. 

Estándar seleccionado (APENDICE E, FI6. XI): 

Cs: 320 ng/ml. As: 0.020 P.R. 85 7. 
D: 0.004 F.D. 5.6 

(320) (0.004) (1/0.020) = 64 ng/ml. 

(64) (5.6) (3) (1/10) (100/85) = 127 ng/g. 

Aflatoxina G 1. 

Si se asume que la relación de los limites de detección entre 
B 1 y B 1 se mantuviera igual en la nuez como en el cacahuate 
se tendría: 

G 1 / B 1 = 1 3 0 / 1 1 8 « 1.10 

Asi, el valor de 1.10 se tomará como paràmetro para re-ferirlo al 
limite de detección de B 1 a partir de nuez. Suponiendo que G 1 
se hubiera sometido a las mismas condiciones que B 1 : 
Limite de detección de B i a partir de nuez: 127 ng/g. 

Asi, tendríamos para G 1 a partir de nuez: 127 x 1.10 = 140 ng/g. 
Aflatoxina G 2. 
Estándar seleccionado (APENDICE E, FIG. XIII) 

Cs: 380 ng/ml. As: 0.021 P.R. 86.5 % 
D: 0.004 F.D. 5.6 
(380) (0.004) (1/0.021) = 72.3 ng/ml. 

(72.3) (5.6) (3) (1/10) (100/86.5) = 140 ng/g. 



Analytical chemistry, or the art of recognizing different 
substances and determining their constituents, takes a 
prominent position among the applications of the science, 
si nee the questions which it enables us to answer ari se 
wherever chemical processes are employed for scientific 
or technical purposes. Its supreme importance has caused it 
to be assiduously cultivated from a very early period in 
the history of chemistry, and its records comprise a large 
part of the quantitative work which is spread over the 
whole domain of the science . 11 

Wilhelm Ostwald 
(1894) 



C A P I T U L O 3 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Discusión de procedimientos. 

Varios procedimientos de derívatización han sido previamente publi-
cados (11,96,97,98). 
Las determinaciones hechas por HPLC usando la detección por -fluo-
rescencia -fueron sometidas al procedimiento de derivatización (83) 
a fin de incrementar la -fluorescencia de las aflatoxinas B 1 y G 1. 
La diferencia que existe en la intensidad es bastante notable (figs. 
3 y 4). Para el caso de la detección por UV usando HPLC también se 
llevó a cabo la derivatización, pues aunque ésta no produce efecto 
alguna en la detección, si produjo mejor resolución sobre los cro-
matogramas (Fig. 5). 

Para las determinaciones directas por fluorescencia, en ocasiones se 
derivatizaron las aflatoxinas y en otras no, ésto a fin de evaluar 
comparativamente la influencia que ejerce la derivatización en los 
limites de detección. Las determinaciones directas por UV no se 
sometieron a la derivatización, ya que ásta por razones obvias, no 
produce fenómeno alguno que origine un cambio significativo capaz 
de ser detectado en la región ultravioleta. 

Aunque B i y 6 1 deri vatiradas se encuentran comercial mente dispo-
nibles, ninguna de las muestras que se usaron para obtener los 
porcentajes de recuperación se contaminaron con ellas, sino que 
se hicieran con aflatoxinas libres de la derivatización por la ra-
zón de que difieren en la polaridad, y asi de este modo se evitaron 
«ediciones de recuperación fuera de los objetivos de este trabajo. 

MAIZ. 

En la bósqueda por desarrollar un método adecuado para la prepara-
ción de muestras de maíz que reuniera las condiciones óptimas de 
análisis, se optó por tomar como punto de partida un método desa-
rrollado previamente en nuestro laboratorio (83)« Al llevar a cabo 
dicho m&todo se encontró que presenta una serie de ventajas entre 
las cuales destaca el uso de un solo solvente como el cloroformo 
para la extracción de aflatoxinas. Adicionalmente se pudo constatar 
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MUESTRAS CROMATOGRAMA DE LAS AFLATOXINAS 
G 1, B 1, G 2, B 2 SIN EL 
PROCEDIMIENTO DE DERIVATIZACIQN. 

DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
OBSERVACION: NO HAY RESOLUCION TOTAL DE LOS ANALITOS 

FIG. 3 
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MUESTRAS CROMATOGRAMA DE LAS AFLATDXINAS 
G 1, B 1, G 2, B 2 CON EL 
PROCEDIMIENTO DE DERIVATIZACION. 

DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SE OBSERVA RESOLUCION DE LOS ANALITOS. 
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MUESTRA: SOLUCION NORMALIZADA D E A F L A T O X I N A S 
B U 6 5 8 NG/ML. B 1= 9 5 6 NG/ML. 
6 2: 1,020 NG/ML. B 2: 9 8 4 NG/ML. 
DETECCION POR ABSORCION ULTRAVIOLETA. 
SENSIBILIDAD: 0.001 X 10 MV. 
VELOCIDAD D E CARTA? 0 . 5 MM/MIN. 



que el proceso de extracción se ve -favorecido por el contacto muy 
cercano que se produce entre la muestra y el solvente. Sin embargo, 
se observó que a pesar de que las aflato*i ñas se solubilizaron en 
el cloroformo, también las grasas lo hicieron, de tal manera que el 
manejo de la solución se complicó, particularmente al pasar la so-
lución de extracción a través de las membranas de filtración de 
0.45 mieras. Además, aunque no existirían problemas de detección de 
grasas debido a que no presentan fluorescencia, si se podrían pre-
sentar complicaciones en la columna analítica debidas a su acumula-
ción ya que la mayoría de ellas posee menor polaridad que las afla-
toxinas. Por ello se modificó el método haciendo una purificación 
de la muestra previa a la extracción de las toxinas. La refinación 
consistió en extraer los compuestos de polaridad diferente a la 
de los analitos de interés. Para ello se usaron hexano y éter etíli-
co en el respectivo orden previamente a la adición de cloroformo. 

A pesar de que la muestra de inyección obtenida fue más pura, los 
porcentajes de recuperación fueron muy bajos (tabla I) y los volúme-
nes de solventes resultaron grandes. Por ello se decidió cambiar 
la metodología ensayando un procedimiento de extracción que requi-
riera menor cantidad de muestra a fin de reducir los volúmenes de 
solventes. 

Recientemente se reportó (84) que siguiendo el procedimiento CB de 
la AQAC (81), el uso de muestras analíticas de 10 g procedentes de 
muestras finamente molidas (malla No. 20) provee una varianza 
estadísticamente comparable con muestras de 50 g. Sin embargo, se 
ha demostrado (83) pérdidas en la recuperación de las toxinas cau-
sada por su retención en la tierra de diatomeas y la gel de sílice 
usadas en este método. Por ello, aunque se decidió usar muestras 
de 10 g, se consideró llevar a cabo un procedimiento de extracción 
diferente como lo es el liquido-líquido, mediante el cual se evi-
tara el uso de adsorbentes. 

Sin embargo, al llevar a cabo el método de extracción liquido-líqui-
do, se pudo verificar que, aunque los cromatogramas reportaron 
reproducibilidad, no mostraron recuperación de las aflatoxinas G 1 
y B 2 a los niveles de interés toxicológico (Figs. 6 y 7), por lo 
cual se decidió descartar este método. 

La búsqueda por desarrollar otros métodos condujo a indagar acercef 
del uso de columnas pequeñas rellenas de fase sólida. Estas columnas 
presentan ciertas ventajas como por ejemplo, el uso de reducidos 
volúmenes de solventes y corto tiempo en la preparación de las mues-
tras, particularmente para su uso en el análisis de maíz (9,91,92). 



TABLA I. 

PORCENTAJES DE RECUPERACION DEL METODO HEX-ETER-CLOR USADO PARA LA 
EXTRACCION DE AFLATOXINAS A PARTIR DE MAIZ. 

AFLATOXINAS PORCENTAJES DE RECUPERACION* 

B 1 * 26.7 X 

G 1 » 15.3 X 

G 2 12.6 X 

B 2 10.0 % 

•EVALUADOS A PARTIR DE UNA SOLA MUESTRA. 
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MUESTRAS MAIZ ENRIQUECIDO CON 90 NG/G DE AFLATOXINAS 
TOTALES. 
METODO DE EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD« 0.2 x 5 MV. 
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MUESTRAS CONTROL DE MAIZ HECHO POR EL METODO 
DE EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 0.2 x 5 MV 



Sin embargo no se especifica la cantidad de la fase sólida que 
contienen las columnas ni la relación de fase sólida versus cantidad 
de muestra. Tampoco se especifican las condiciones óptimas para la 
preparación de las muestras a fin de prolongar la vida media de las 
columnas. Se hicieron varios ensayos cambiando la cantidad de fase 
C-18 y se encontró que el uso de 600 mg fue superior en rendimiento 
a las demás cantidades ensayadas. Menores cantidades tales como 50, 
100, 380 y 500 mg no lograron limpiar de grasas a las muestras lo 
suficiente, asi como también se registraron pérdidas de las toxinas. 
El uso de cantidades superiores a 600 mg conducirla a usar mayores 
cantidades de solventes. 

Para el procedimiento de extracción se probaron diferentes combina-
ciones de metanol-agua y, aunque algunas de ellas han sido reporta-
das <81,91), se probaron tres combinaciones que no se encontraron 
descritas a las condiciones de trabajo. 

Las combinaciones de metanol-agua que se probaron fueron <70+30), 
(80+20) y <90+10). Usando la primer combinación se extrajeron 
menores cantidades de aflatoxinas. Al usar la tercera combinación 
se encontraron dificultades para llevar a cabo la percolación a 
través de la primer columna acondicionada, igualmente en el paso 
de filtración a través de membranas de poro de 0.45 mieras. Proba-
blemente ello fue debido a la mayor extracción de compuestos oleo-
Sos. La segunda combinación produjo mayor uniformidad en el proce-
dimiento de refinación, lo cual se manifestó en mejor reproducibi-
lidad sobre los cromatogramas (Figs. 14-22). 

Para el procedimiento de extracción en fase sólida (SPE) se evalua-
ron las eluciones que se hicieron tanto en la primer columna como 
en la segunda. Al evaluar la primer columna se comprobó que la 
mayoría de los compuestos grasos quedaron retenidos. Al hacer un 
seguimiento de las etapas de eluci-ón de la segunda columna se en-
contraron dos pasos críticos. El primero de ellos ocurre al pasar 
la dilución de 10 mi a través de la columna previamente acondicio-
nada. Este acondicionamiento permite la retención de las aflatoxinas 
y de otros compuestos de polaridad ligeramente mayor. Un inadecuado 
acondicionamiento derivarla en la elución de las toxinas y en la 
consecuente pérdida de ellas. Los cromatogramas mostraron que en 
este paso en ocasiones se presenta una ligera pérdida de la afla-
toxina 8 2 (Fig. 8). Para evitar tal pérdida existen varias opcio-
nes: entre ellas, aumentar la cantidad de fase sólida de la segun-
da columna o incrementar la polaridad de la dilución que se hace 
pasar a través de ella? para cualquier alternativa se sugiere hacer 
un seguimiento por HPLC. Sin embargo, otros cromatogramas mostraron 
que en ocasiones se observa retención de las toxinas (Fig. 9). 
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METODO DE EXTRACCION PARA MAIZ« DOS COLUMNAS. 
MUESTRA: EVALUACION DE LA SEGUNDA COLUMNA. 
PRIMER PASO CRITICO EN LA ELUCION. 
ESTE CROMATOGRAMA MUESTRA QUE EN OCASIONES HAY LIGERA 
PERDIDA DE LA AFLATOXINA 6 2. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML. 
SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV (MAXIMA). 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 

FIG. 8 



j 

METODO DE EXTRACCION PARA MAIZ: DOS COLUMNAS. 
MUESTRA? EVALUACION DE LA SEGUNDA COLUMNA. 
PRICER PASO CRITICO EN LA ELUCION 
ESTE CROMATOGRAMA MUESTRA QUE EN ESTE PASO DE ELUCION 
NO HAY PERDIDA DE LA AFLATOXINA G 2. 
VOLUMEN DE RECUPERACION« 1 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV (MAXIMA). 



El segundo paso critico se presenta en la adición de 6 mi de agua 
a través de la columna. En este paso se podría presentar una inde-
seable elución de las toxinas porque la -finalidad de esta etapa 
es la de eluir compuestos de polaridad ligeramente mayor; sin em-
bargo, los cromatogramas no mostraron pérdida de alguna de ellas 
(Fig. 10). 

Al término del procedimiento SPE se hizo una evaluación para probar 
que la totalidad de las toxinas hubieran sido eluidas. Se repitió 
la percolación exclusivamente a base de solventes, pero los cro-
matogramas no mostraron pérdidas (Fig. 11). 
Posteriormente se evaluó la extracción y purificación de las aflato-
xinas para el procedimiento SPE mediante el tratamiento de muestras 
libres de maíz. Los cromatogramas mostraron recuperaciones que van 
desde un 85 % hasta un 92 y. (Figs. 12 y 13). Las recuperaciones 
que se hicieron después, mostraron que no sólo dependen de cada to-
xina sino también de la cantidad con la que se encuentran presentes 
en las muestras (Tabla II). 



METODO DE EXTRACCION PARA MAIZÍ DOS COLUMNAS-
MUESTRA: EVALUACION DE LA SEGUNDA COLUMNA 
SEGUNDO PASO CRITICO EN LA ELUCION. 
SE OBSERVA RETENCION TOTAL DE AFLATOXINAS. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV (MAXIMA). 



METODO DE EXTRACCION: DOS COLUMNAS-
MUESTRA: ESTE CROMATOGRAMA DEMUESTRA QUE DESPUES DE 
REALIZAR EL PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA MEDIANTE EL USO 
DE LA FASE SOLIDA NO QUEDAN RESIDUOS DE AFLATOXIÑAS EN 
ELLA CAPACES DE SER DETECTADOS. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV. 

FIG. 11 



MUESTRA: BLANCO PARA EVALUAR LA EXTRACCION DE AFLATOXIÑAS 
SIN EMPLEAR MAIZ. miTtl£vt p M TP As CONCENTRACION: SE SUPUSO UNA C O N T A M I N A C I O N EQUIVALENlfc » 

B 1« 7 NG/G 6 25 80 NG/G 
Bli 4 NG/G B 2: 60 NG/G 
METODO DE EXTRACCION: DOS COLUMNAS. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 2 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV. 
RECUPERACION: 6 89 X G 2s 87 7. 

B ls 86 y. B 2= 92 % 
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MUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL 
USADO COMO CONTROL. 

OBSERVACION: LA MUESTRA PRESENTA UNA CONTAMINACION 
NATURAL DE: 

G l: 4 NG/G 6 2: MENOS DE 1 NG/G. 
B 1: 40 NG/G B 2: 15 NG/G. 
VOLUTŒN DE RECUPERACION: 1 fIL. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. METODO: DOS COLUMNAS. 
SENSIBILIDAD: B 1 : 30 x 5 MV. 

G 1, G 2, 6 2: 30 x 2 MV. 
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MUESTRA: MAIZ ENRIQUECIDO CON AFLATOXIÑASs 
G i: 12 NG/G G 2= 75 NG/G 
B 1- 2 5 NG/G B 2s 60 NG/G 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. METODO: DOS COLUMNAS. 
VOL. DE RECUPERACION: 1 ML. 
SENSIBILIDAD: B ls 30 x 5 MV. G1,G2, B2= 30 x 2 MV. 
RECUPERACION: G ls 88 X G 2: 87 X 

B i: 85 X B 2: 94 X 
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MUESTRA* MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL 
G ls 3 NG/G G 22 7 NG/G 
B i: 55 NG/G B 2« 10 NG/G 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. METODO: DOS COLUMNAS. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML. 
SENSIBILIDAD: G 1, B 1: 30 x 5 HV. 

G 2, B 2: 30 x 2 MV. 
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MUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL 
G i: 21 NG/G G 2: 22 NG/G 
B i: 138 NG/G B 2: 100 NG/G 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 3 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. METODO: DOS COLUMNAS. 
SENSIBILIDAD: G 1, G 2, B 2: 30 x 2 MV. 

& i: 30 X 5 MV. 



50 T o 
MUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA^ATURAL 
G i: 19 NG/G j MG/G 
B i: 159 NG/G 
METODO: DOS COLUMNAS. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 3 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: G 1, B 2 : 30 X 2 MV 

B i: 30 x 5 MV. 
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MUESTRA: MAIZ BLANCO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL 
CON 72 NG/G DE B 1. MUESTRA USADA COMO CONTROL. 
METODO DE EXTRACCION: DOS COLUMNAS. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 4 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD-' 30 x 5 MV. 

FIG. 1? 
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MUESTRA: MAIZ BLANCO ENRIQUECIDO CON AFLATOXIÑAS 
G i: 12 NG/G G 2: 25 NG/G 
B i: 10 NG/G B 2: 52 NG/G 
OBSERVACION: LA MUESTRA PRESENTA UNA CONTAMINACION 
NATURAL DE 72 NG/G DE B 1. 
METODO DE EXTRACCION: DOS COLUMNAS. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 2 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 30 x 5 MV. 
RECUPERACION: G l: 91 Y. G 2: 85 Y. 

B 1= 85 % B 2: 92 Y. 
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MUESTRAS MAIZ BLANCO ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS 
G "is 60 NG/G G 2: 120 NG/G. 
B 1: 42 NG/G B 2'- 450 NG/G 
OBSERVACION: LA MUESTRA PRESENTA UNA CONTAMINACION 
NATURAL DE 72 NG/G DE B 1. METODO: DOS COLUMNAS. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 4 ML. DETECCION» FLUORESCENCIA, 
SENSIBILIDAD? G 1,G 2= 30 y. 2 MV; B 1,B 2: 30 x 5 MV. 
RECUPERACION: Gis 96 X, Bl:85 7., G 2:88 '/., B 2: 92 % 
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MUESTRA: MAI"* BLANCO ENRIQUECIDO CON^FLATDXINfiS 
G i: 60 NG/G B 2 ; g 0 0 N G / 6 

OBBER^CIONT LA MUESTRA PRESENTA UNA CONTAMINACION 
NATURAL DE 72 NG/6 PARA B 1- D Q : D O S COLUMNAS 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 4 «L^METODO ° £ N C I f i 
SENSIBILIDAD: 3 0 x 5 MV. DETEClLiU)IM r 
RECUPERACION: G 1* 93%, B B47-, G 2- 867., B 2. 967. 



TABLA II. 

PORCENTAJES DE RECUPERACION DEL METODO DE DOS COLUMNAS USADO 

PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS A PARTIR DE MAIZ. 

AFLATOXINA MEDIA DESVIACION LIMITES DE CONFIABILIDAD' 
ESTANDAR AL 95 % 

6 I 92.0 Y. 3.36 X 92 + 5.34 % 

B 1 85.0 % 0.13 Y. 85.1 + 0.21 % 

6 2 86.5 Y. 1.29 % 86.5 + 2.05 % 

B 2 93.5 % 1.91 * F 93.5 + 3.03 % 

* EVALUACION A PARTIR DE CUATRO MUESTRAS. 
113 



CACAHUATE 

Aunque la selección del tamafio de la muestra de análisis no formó 
parte de los objetivos de la presente investigación, se hizo una 
revisión de la literatura al respecto, y se encontró que ciertos 
estudios estadísticos demostraran que la mayor variabilidad en la 
determinación de aflatoxinas en muestras de cacahuate ocurre en la 
selección del tamaño de la muestra de laboratorio sobre la cual se 
realiza el análisis (93). Otros estudios demostraron que el uso de 
«uestras de laboratorio de 280 g producen un coeficiente de varia-
ción total de 118 % y que éste disminuye a medida que se incrementa 
el tamaño de la muestra de análisis (94). Sin embargo, la medida de 
la muestra se determina en función de los recursos disponibles y 
del error que se pueda tolerar. 
Aunque se usaron muestras de laboratorio de 10 g para la elaboración 
de los análisis, la combinación de metanol-agua y la relación sol-
vente/cacahuate que se usaron fueron las mismas que se han reportado 
como óptimas (86,87). El cloroformo se usó como ha sido recomendado 
por el procedimiento BF <81). Los cromatogramas obtenidos mostraran 
reproducibilidad (Figs. 23-29). 

Los porcentajes de recuperación variaron desde un 84.2 y. hasta un 
87.5 % y también mostraron que no sólo dependen del tipo de toxina 
sino de la cantidad presente en las muestras (Tabla III). 



MUESTRAS CONTROL DE CACAHUATE. 
OBSERVACION: LA MUEbTFA PRESENTA CÜNTAMINACION NATURAL 
B lt 1.3 NG/G G 2: 1 NG/G. 
B l: 0.5 NG/G B 2: 0.8 NG/G 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 0.05 x 2 MV. 115 
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLAT0XINA9: n 9¡ NG/G B i: 15 NG/G 
B l: 10 NG/G 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 3 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 0.05 x 5 MV. 
RECUPERACION: G 1: 85 7. 

B i: 88 % 

G 2: 
B 2¡ 

2V NG/G 
15 NG/G 

G 
B 

90 7. 
2- 83 7. 



G i: 60 NG/G G 2: 120 NG/G 
8 ü 50 NG/G B 2 : 7 0 N G / B 

VOLÜ.ÍEN DE RECUPERACION: 3 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: O.2 x 5 MV 
RFCUPERACION: G 1: 89 X G 2: 92 X 

B i: 80 7. B 2? 90 X 
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXIÑAS: 

B 1 : 150 NG/G 8 2= 2SO NG/G B 2= 210 NG/G 

VOLUMEN DE RECUPERACION: 3 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 0.2 x 10 MV. 
FLUJO: 1.5 ML/MIN. 
FASE MOVIL: MeOH + HzO (60 + 40) 
R E C U P E R A C I O N : B 1 = 8 4 V. 6 2: 8 6 X B 2. 9 6 7. 
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS: 

B 1: 110 NG/G G 2 : 172 ng/g B 2: 150 ng/g 

VOLUMEN DE RECUPERACION : 3 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 0.2 * 10 MV. 
FLUJO: 1.5 ML/MIN. 
FASE MOVIL: MeOH + HaO (60 + 40) 
RECUPERACION: B 1 : 89 7. G 2: 87 % B Zs 92 X 
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXIÑAS: 

B lí 32 NG/G G 2: 24 NG/G B 2- 20 NG/G 
VOLUMEN DE RECUPERACION: i ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: O.05 x 20 MV. 
FLUJO: i.s ML/MIN. 
PASE MOVIL: tter'4 + HzO Í63 + 40) 
RECUPERACION: Bis t*3 7. G 2: 78 % B 2: 82 % 

FIG. 28 
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS: 
B i: 15 NG/G G 2: 19 NG/G B 2: 15 NG/G 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: B 1, B 2: 0.05 x ÍO MV; G 2: 0.U5 x 5 MV 
FLUJO: 1.5 ML/MIN 
FASE MOVIL: MeOH + H =0 (60 +40* 
RECUPERACION: B ü 81 X G 1- 82 7. B 2: 85 7. 



TABLA III. 

PORCENTAJES DE RECUPERACION DE AFLATOXIÑAS A PARTIR DE MUESTRAS 

DE CACAHUATE. 

AFLATOXINA MEDIA DESVIACION LIMITES DE CONFIABILIDAD* 
ESTANDAR AL 93 % 

G 1 86.5 X 3.53 % 86.5 + 7.94 % 

B 1 84.2 7. 3.65 % 84.2 + 5.80 X 

G 2 85.5 % 5.57 % 85.5 + 7.24 X 

B 2 87.5 7. 6.37 % 87.5 + 8.28 X 

•EVALUACION A PARTIR DE SEIS MUESTRAS. 
122 



Para el caso de la nuez, la elección del tamafto de la muestra de 
laboratorio tampoco constituya parte de los objetivos. De hecho, 
la literatura que se encontró sobre anMisis de aflatoxinas -fue 
escasa; sin embargo algunos estudias han demostrado alta variabili-
dad en la determinaci6n de las toxinas, la cual depende en mayor 
parte de la cantidad que se usa como muestra de laboratorio <94, 
95). A pesar de ello, la cantidad que se usó para la realización 
del presente estudio fue de 10 g. 

Dada su naturaleza, se consideró aplicar a la nue2 el mismo proce-
dimiento de extracción que el del cacahuate, pero haciendo dos cam-
bios: se incrementó el volumen de hexano un 50 f. (de 20 a 30 mi > 
dado el mayor contenido de compuestos oleosos y se incrementó un 
50 X la concentración del electrolito (de 0.5 % a 1 % en la mezcla 
MeOH + H»0) con la finalidad de lograr menor disolución de grasas 
en la mezcla de extracción MeOH + H30. Los cromatogramas obteni-
dos mostraron que no solamente las aflatoxinas se extrajeron, sino 
también otros compuestos -fluorescentes que no son de interés (Fig. 
30). Estos compuestos aparecieron en dos grupos: uno de ellos apa-
reció entre B 1 derivatizada y 6 2 y el otro grupo cerca de G 1 de-
rivatizada. Al tomar en cuenta que el procedimiento de derivatiza-
cíbn se realizó después de la extracción y purificación de la mues-
tra, se supuso que esos dos grupos de compuestos fluorescentes 
superarían en polaridad a las cuatro aflatoxinas, puesto que G 2 es 
la más polar de todas ellas. Asi pues, se consideró que aumentando 
ligeramente la concentración de agua en la solución de extracción 
(de 41 V. a 50 '/.), los compuestas que no eran de interés permanece-
rían en esa mezcla de mayor polaridad al momento de efectuarse la 
extracción de las aflatoxinas mediante la adición de cloroformo. 
Sin embargo no se obtuvieron esos resultados, ya que los dos grupos 
de compuestos fueron extraídos en la capa clorofórmica junto con 
las aflatoxinas (Fig. 31). 

La evidencia experimental de los dos procedimientos anteriores hi-
zo suponer que la polaridad del cloroformo ejercía alta influencia 
para extraer los compuestos fluorescentes que no son de interés. 
Por ello mismo, se propuso disminuir la polaridad del solvente usa-
do en la purificación; asi, en lugar de emplear cloroformo, se uti-
lizó una mezcla de cloroformo-tetracloruro de carbono (15+10), la 
cual es menos polar que el cloroformo solo. El volumen se mantuvo 
invariable en 25 mi. No obstante los cromatogramas mostraron la 
desaparición del grupo de compuestos m&s cercano a G 2, aquéllos 



MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON 90 NG/B DE AFLATOXINAS 
TOTALES. 
METODO DE EXTRACCION LIQUIDO-..IQUIDO. 
DFTECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 0.2 x 5 fflv. 
PORCENTAJES DE RECUPERACION NO CALCULADOS SOBRE LA MUESTRA. 

FIG. 30 124 



MUESTRAS NUEZ ENRIQUECIDA CON 90 NG/G DE AFLATOXINAS 
TOTALES. 
METODO DE EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO ADICIONANDO 20 ML 
MAS DE AGUA. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 0.2 X 5 MV. 
PORCENTAJES DE RECUPERACION NO CALCULADOS SOBRE LA MUESTRA. 

FIG. 31 



que estuvieran más cercanos a 6 1 permanecieron aunque en menor 
cantidad (Fig. 32). Posteriores ensayos no mostraron extracción de 
compuestos diferentes a las aflatoxinas <Figs. 33-37). 

Los porcentajes de recuperación variaron de un 83 % a un 91 % (Ta-
bla IV). Aunque no se observó una diferencia muy marcada entre el 
tipo de aflatoxina y la recuperación de cada una de ellas, si se 
pudo notar que la recuperación depende de la cantidad presente 
en las muestras (Figs. 33-37). 

Discusión de los métodos fisicoauimicos de detección« 

El principal objetivo de la presente investigación estuvo dirigido 
al estudio de la adaptabilidad de métodos directos para la cuanti-
ficación de aflatoxinas a niveles de partes por billón a partir de 
(nuestras contaminadas. Para ello se utilizó la cromatografía de 
líquidos de alta resolución (HPLC) (83), como técnica de soporte 
para supervisar los procedimientos de extracción y purificación y 
el efecto de la matriz de las muestras sobre las mediciones directas. 

Ambos modos de detección fisicoquímica: absorción ultravioleta y 
fluorescencia molecular se usaron para comparar los limites de 
detección de las toxinas. 
Debido a que la recuperación de las aflatoxinas depende de la can-
tidad con la que las muestras están contaminadas (Tablas II-IV), 
el criterio que se tomó para calcular los limites de detección se 
basb en la selección de las muestras cuya contaminación natural 
o enriquecimiento de aflatoxinas fuera la menor entre todas las en-
sayadas. Es decir, no se pretendió hacer regresiones lineales por— 
que los rangos de contaminación o enriquecimiento fueron muy grandes. 

Métodos oor HPLC. 

Para el cálculo de los limites de detección se eligió el criterio de 
alturas y no el de áreas por dos razones: la primera, porque los 
croroatogramas ideales debieran carecer de anchos de banda, y segundo, 
porque el limite de detección seria menor para una analito que no 
tuviera ancho de banda en relación a uno que lo tuviera. 



MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON 90 NG/G DE AFLATOXINAS 
TOTALES. 
METODO DE EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO MODIFICADO. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 0.2 x 5 MV. 
PORCENTAJES DE RECUPERACION NO CALCULADOS SOBRE LA MUESTRA. 

FIG. 32 
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MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINAS: 

B i s 13 NG/G G 2: 20 NG/G B 2: 16 NG/G 
METODC DE EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO MODIFICADO. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: i ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 0.05 y 10 MV. 
FLUJO: 1.5 ML/MIN. 
FASE MCVI1 : MePH + H=0 (60 * 40) 
RECUPERACION: E 1 : 70 7. 6 2: 88 X B 2: 90 

Fifí. 33 



B2 

' i 

G2 

B1 

4 0 3 0 20 

MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CDN AFLATOXINASi 
B U 30 NS/G G 2: 25 NG/G B 2: 20 NG/^ 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 KL. METODO: 
SENSIBILIDAD: 0.05 x 10 MV. „n^epc^tfi FLUJO: 1.5 ML/MIN. DETECCION: FLUORESCENCIA. 
rfíSE MOVIL: MeOH + HzO (60 + 40) 
RECUPERACION: B l- 90 G BO V. 

LIQ-LIQ MOD, 

B 2: 8Í 



G2 

B1 

4 0 3 0 2 b i b 

MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINAS: 

B 1: 110 NS/G G 2: 170 NG/G B 2: 150 NG/G 
METODO DE EXTRACCION: LIQUIDO-LIQUIDO MODIFICADO. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 3 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD-' 0.2 >; 10 MV. 
FLUJO: 1.5 ML/MIN. 
FASE MOVIL: MeOH + H* <60 + 40) 
RECUPERACION: B l: 71 7. G 2- 87 7. B 2: 94 
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MUESTRAS NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINASs 

B i: 160 NG/G G 2: 270 NG/6 B 2: 240 NG/G 

METODO DE EXTRACCION: LIQUIDO-LIQUIDO MODIFICADO. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 3 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 0.2 x ÍO MV. 
FLUJO: í.g ML/MIN. 
FASE MOVIL: MeOH + H a0 (60 + 40) 
RECUPERACION: B l: 88 7. G 2: 89 % B 2: 95 X 
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A G2 
I B1 
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¿ O 4*0 3 0 ¿ 0 i b 

MUESTRAS NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXIÑAS: 

B i: 120 NG/G G 2: 170 NG/G B 2: 160 NG/G 

METODO DE EXTRACCION: LIQUIDO-LIQUIDO MODIFICADO. 
VOLUMEN DE RECUPERACION: 3 ML. 
DETECCION POR FLUORESCENCIA. 
SENSIBILIDAD: 0.2 x 10 MV. 
FLUJO: 1.5 ML/MIN. 
FASE MOVIL: MeOH + HaO <60 + 40) 
RECUPERACION: B 1: 88 % G 2: 94 % B 2: 93 7. 

FIG. 37 



TABLA IV. 

PORCENTAJES DE RECUPERACION DEL METODO LIQUIDO-LIQUIDO MODIFICADO 

USADO PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS A PARTIR DE NUEZ. 

AFLATOXINA MEDIA DESVIACION LIMITES DE CONFIABILIDAD* 
ESTANDAR AL 93 X 

B 1 89.4 X 1.34 X 89.4 + 1.91 X 

G 2 88.2 X 5.40 X SB.2 + 7.70 % 

B 2 91.0 7. 4.0 7. 91.0 + 5.70 X 

No se hicieron las mediciones para G 1 
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Para el caso de los limites de detección de fluorescencia por HPLC, 
la relación de intensidades aqui reportada para las cuatro afla-
toxinas ya habla sido descrita previamente (89). 

A pesar de que no se conoció el porcentaje de recuperación de la 
aflatoxina G 1 en la nuez, porque los estándares no cumplieron las 
especificaciones de la AOAC (81), si se logró sugerir un criterio 
de medición para proponer su limite de detección. Se supuso que 
la relación de los limites de detección de B 1 y 6 i se conservarla 
igual tanto para el cacahuate como para la nuez. Asi, se sugirió 
tomar como parámetro de referencia la relación de limites de detec-
ción obtenidas a prtir del cacahuate y extrapolarla al caso de la 
nuez. Lo anterior puede considerarse como lo más cercano, ya que 
ambas aflatoxinas B 1 y G 1 fueron sometidas al proceso de deriva-
tización, el cual las condujo a una polaridad semejante y además 
porque el proceso de extracción del cacahuate es el más parecido 
al de la nuez. Adicionalmente, porque en la relación de los limi-
tes de detección no solamente van implícitos los porcentajes de 
recuperación sino también la reproducibilidad de los cromatogramas. 
Los limites de detección por HPLC-fluorescéncia pueden observarse 
en la tabla V. 

Para el caso de los limites de detección de UV por HPLC, varios 
ensayos realizados previamente con estándares demostraron que és-
ta técnica no permitirla cuantificar aflatoxinas dentro del rango 
de interés toxicológico. Por lo anterior, se decidió no practicar 
cromatogramas HPLC-üV a partir de muestras contaminadas. Los cro-
matogramas se hicieron Cínicamente para los estándares. A partir de 
ellos se sugirieron los limites de detección que podrian ser obte-
nidos para las muestras. Para los cálculos se consideraron los por— 
centajes de recuperación (Tabla VI). 

Métodos directos. 

En lo referente a los métodos directos por absorción ultravioleta, 
varios ensayos realizados sobre estándares demostraron que ésta 
técnica tampoco permitirla cuantificar las aflatoxinas dentro de 
los rangos de interés. Las lecturas se hicieron solamente para es-
tándares, a partir de los cuales se sugirieron los limites de de-
tección que podrían ser obtenidos para las muestras (Tabla VI). Los 
estándares que se escogieron fueron los que presentaron la absorban-
cia más baja dentrn de una recta de calibración que se hizo para 
cada aflatoxina. 



LIMITES DE DETECCION DE AFLATQXINAS USANDO HPLC CON DETECCION DE 

FLUORESCENCIA. 

AFLATOXINAS 

MAIZ 

<PPB) 

CACAHUATE 

(PPB> 

NUEZ 
(PPB) 

B 1* 

G i' 

0.50 

0.40 

0.08 

0.15 

O. 18 

0.36 

B 2 

G 2 

0.80 

1.0 

0.08 

0.15 

O. 14 

0.24 

t DERIVATIZADA CON ACIDO TRIFUJOROACETICO. 
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TABLA VI. 

LIMITES DE DETECCION DE AFLATOXINAS DESPUES DE LOS PROCEDIMIENTOS 
DE EXTRACCION Y REFINACION. 

LIMITES DE DETECCION <PPB> 

MUESTRAS DETECCION DIRECTA UV DETECCION UV CON 

A 365 NM. SEPARACION HPLC. 

B1 61 B2 62 B1 G1 B2 62 

MA11 113 125 96 126 68 44 25 29 

CACAHUATE 118 130 100 130 72 45 26 30 

NUEZ 127 140 108 140 73 46 28 32 
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Para el caso de 1 os 1 i mi tes de detecci ón de 1 as 1ecturas di rectas 
por f 1 uor esc enei a, se presentaron ci ert as di -fi cui tades que depen-
dí eron del tipo de muestra; asi, por ejemplo, el maíz presentò 
compuestos interferentes y fondo de fluorescencia (Figs. 38-46) 
que impidieron calcular los limites de detección a excepción de 
B 1. Pero no sucedió asi con el cacahuate y la nuez en donde no 
se presentaron interferencias, o si las hubo, se pudieron eliminar. 
En el caso especifico del maiz, sol amente se obtuvo el limite de 
detección de B 1 derivatizada (Tabla VII), l.o cual fue posible 
debido a su alta intensidad de fluorescencia en relación a la de 
los metabolitos interferentes. Aunque no se obtuvieron experimen-
talmente los limites de detección para el resto de las aflatoxinas, 
si se sugi ri eron 1 os c M cui os en funei ón de 1 os estándares y de 1 os 
porcentajes de recuperaci ón. Para el 1 o se supuso que no ex i sti ri an 
interferenci as. 

Ensayos hechos sobre f1uorescencia directa del maíz revelaron que 
la intensidad emitida por los metaboli tos i nterferentes y el fondo 
de f 1 uorescenc i a fue signi-ficativa en relación a la emi t i da por 1 as 
aflatoxinas (Tablas VIII-X). Mediante el uso de HPLC se pudo ver 
que el àrea de los cromatogramas se amplificó para cada aflatoxina 
de subindice 1 cuando fueron deri vatizadas; lo cual no solamente 
no ocurrió cuando las muestras se contaminaron con ellas sin deri-
vatizar, sino que ni siquiera fueron detectadas. También se observó 
una reducci ón en la f1uorescenci a de fondo (Tabi as XI—XIII). 

Al evaluar la f1uorescenci a de fondo ss encontró que ella depende 
del tipo de maiz y también que, cuando 1 as muestras se enriquecie-
ron con 5 ng/g de cada aflatoxina, la deri vati zaci ón intensificó 
su fluorescenci a por aprox i madamente tres veces en reiaci òn a la 
de 1 as muestras no derivatizadas (Tabias VI II-X). 

En general, para todas 1 as muestras anal i zadas, el mètodo de sepa-
ración por HPLC demostr ó ser más sensi ble que 1 as determi nac i ones 
di rectas, tanto por f1uorescenci s molecular como por absorci ón ul-
travi oleta. 

Las determi naci ones di reetas por f1uorescenci a resultaron ser más 
sensi bles que 1 as mi smas por UV (Tabi as VI y VII). 



MUESTRA. : HAIZ BLANCO No. 1 SOLO 
PESO TOTAL CROHATOGRAMA : 0.150 G. 
DETECTOR: BECKMAN MDDELO 157 

(EXCITACION : 365 NM, EMISION 450 NM) 
SENSIBILIDAD : 0.05 X S MV 

FI6. 38 



EL ENRIQUECIMIENTO DE Bí 
(5 ng/g) NO LLEGA A SER DETECTADO. 

ESTA SAL IENTE CORRESPONDERIA 
A G2 (NO SE SEPARO) 

AFIATOXI NA 62 

FONDO DE FLUO-
RESCENCIA. 

MUESTRA : MAIZ BLANCO NO.l + AFLATOXINAS 
PESO TOTAL CROMATDGRAMA : 0.155 G 
AFLATOXINAS ENRIQUECIDAS : Bl> G2, B2, 5 NG/G DE HAIZ 
DETECTOR: BECKMAN MODELO 157 

(EXCITACION : 365 NM, EFUSION 450 NM) 
SENSIBLIDAD : 0.05 X 5 W 



I • I I 1 ; í j 

MUESTRA : MAIZ BLANCO No. 1 + AFLATOXINAS + TFA 
MUESTRA 1XRIVATIZADA 

PESO TOTAL CROMATOGRAMA : 0.279 G. 
AFLATOXINAS ENRIQUECIDAS : Bl, G2, B2, 5 NG/G EE MAIZ 
DETECTOR : BECKMAN HOEEUD 157 

(EXCITACION: 365, EMISION : 450 NM) 
SENSIBILIDAD : 0.05 X 5 MV 

FÍG. ¿»O 



LOS PICOS NO INDICADOS 
CORRESPONDEN A METABOLITOS 
DE INTERFERENCIA. 

MUESTRA : MAIZ BLANCO No. 2 SOLA 
PESO TOTAL CROMATOGFAm : 0.138 G 
DETECTOR : BECKMAN H3DEL0 157 

(EXCITACION 365 1W, EMISION : 450 NM) 
SENSIBILIDAD : 0.05 X 5 MV 

FIG. 41 



MJESTRA : MAIZ BLANCO No. 2 + AFLATOXINAS 
PESO TOTAL CROMATOGRAMA : 0.143 G 
AFLATOXINAS ENRIQUECIDAS : Bl, 62, B2, 5 NG/G DE MAI¿ 
DETECTOR : BECKMAN MDDELO 157 

(EXCITACION 365 NM, EMISION : 450 NM) 
SENSIBILIDAD : 0.05 X 5 MV 

FIG. 42 



MJESTRA : MAIZ BLANCO No.2 + AFLATOXINAS + TFA 
MUESTRA DERIVATIZADA 

PESO TOTAL CKBMATOGRAMA : 0.211 G 
AFLATOXINAS ENRIQUECIDAS : Bl, G2, B2, 5 NG/G DE MAIZ 
DETECTOR : BECKHAN ÍODELO 157 

(EXCITACION : 365 NM, EMISION : 450 NM) 
SENSIBILIDAD : 0.05 X 5 MV 



CONTAMINACION NATURAL D£ 

AFLATOXINA B2 

FONDO DE FLUORESCENCIA 

MUESTRA : MAIZ AMARILLO SOLO 
PESO TOTAL CROMATOGRAFÍA : 0.309 GR. 
DETECTOR : BECKMAN ID DELO 157 

(EXCITACION 365 NM, EMISION : 450 NM) 
SENSIBILIDAD : 0.05 X 5 MV 

F I G . 44 



ri 

EL ENRIQUECIMIENTO DE BJ 

MJESTRA : MAIZ AMARILLO + AFLATOXINAS 
AFLATOXINAS ENRIQUECIDAS : Bl, G2, B2, 5 NG/G DE MAIZ 
PESO TOTAL CROMATOGRAMA : 0.337 
DETECTOR : BECKMAN MIDELO 157 

(EXCITACION : 385 NM, EMISION : 450 M ) 
SENSIBILIDAD : 0.05 X 5 MV 

F I G . k5 



( I 

•fPESTKA : miZ AMARILLO + AFLATOXTNAS + TFA 
MJESTRA DERIVATIZATA 

«UlOXINAS ENRIQUECIDAS : Bl, 62. B2, 5 N3/6 CE MAIZ 
¡ESO TOTAL CROMATOGRAMA : 0.515 6 
&TECI0R : BECKMAN MODELO 157 

(EXCITACION : 365 NM, EKCSION : 450 NM> 

SHSIBILIDAD : 0 . 0 5 X 5 MV F ÍG. 46 



LIMITES DE DETECCION DE AFLATOXINA B 1* USANDO DETECCION POR 
FLUORESCENCIA DESPUES DE LOS PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION 
Y REFINACION. 

LIMITES DE DETECCION (PPB) 

TIPO DE MUESTRA DETECCION DIRECTA DETECCION CON 
SEPARACION HPLC 

MAIZ 0.82 0.50 

CACAHUATE 

NUEZ 

0.87 

0.94 

0.08 

O. 18 

* DERIVATIZADA CON ACIDO TRIFLUOROACETICO. 
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EVALUACION DE LA CONTRIBUCION DEL FONDO DE FLUORESCENCIA EN LAS 

DETERMINACIONES DIRECTAS A PARTIR DE MUESTRAS DE MAIZ. 

Las siguientes abreviaturas se han utilizado en las tablas de 
las contribuciones que se muestran enseguida. 

T s Fluorescencia total. 

M : Fluorescencia o en su caso àrea de los metabolitos. 

F.F. : Fluorescencia o en su caso èrea del fondo fluorescente. 

I.T. s Interferencia total. 
A.P.M. : Fluorescencia o en su caso àrea de las aflatoxinas propias 

de la muestra (contaminación natural que presentò el maiz), 
A. E. : Concentración de aflatoxinas con la que se enriqueció el 

maíz (5 ng/g de cada una). 
il.E. : Maíz enriquecido con 5 ng/g de cada aflatoxina. 

M.E.D. : Maíz enriquecido derivatizado. 



CONTRIBUCION DEL FDNDD DE FLUORESCENCIA EN LAS MEDICIONES DIRECTAS 
DESPUES DE LA EXTRACCION Y REFINACION. 

UNIDADES DE INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA 

MUESTRA T M F.F I.T. A.P.M. A.E. 

5 NG/G C/U 
MAIZ Bl G2 B2 Bl B2 B2 
BLANCO 
No. 1 

Maiz 

SOLO 27 9.9 15.4 25.3 O O 1.7 0 * 0 

M.E. 28 11.4 13.5 24.9 O O 1.8 O * 1.3 

M.E.D. 83 8 38 46 O O 3.3 29.4 ND 3.8 

* Se desconoce porque no se separó en el cromatograma. 
NO i No se detecta a la cantidad en la que está presente. 



TABLA IX. 
CONTRIBUCION DEL FONDO DE FLUORESCENCIA -EN LAS MEDICIONES DIRECTAS 

DESPUES DE LA EXTRACCION Y REFINACION. 

UNIDADES DE INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA 

MUESTRA T M F.F I-T A.P.M. A.E 

5 NG/G C/U 

M f t a ' B1 G2 B2 B1 82 B2 
BLANCO 
No. 2 

! 5 S 23 2.1 15-1 17-2 2.3 2.1 1.3 O O O 

M.E. 32 3 17.6 20 .6 2.8 2.2 1.8 O 2.8 1.7 

M.E.D. 103 7.7 34.6 42.3 4.8 3.9 4! O 3.9 



CONTRIBUCION DEL FONDO DE FLUORESCENCIA EN LAS MEDICIONES DIRECTAS 

DESPUES DE LA EXTRACCION Y REFINACION. 

UNIDADES DE INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA 

MUESTRA T M F.F I.T A.P.M. A. E. 

AMARILLO 

MAIZ 

SOLO 19 9.6 8.7 18.3 O O ND O O O 

M.E. 24 11.8 11 22.8 O O ND O * O 

M.E.D. 46 8 25.4 33.4 O O 1.6 10 * O 

t Se desconoce porque no se separó en el cromatograma. 

ND : no se detecta a la cantidad en la que está presente 



PORCENTAJES DE AREAS EN LAS MEDICIONES DE FLUORESCENCIA POR HPLC 

MUESTRA M F.F. I.T. A.P.M. A.E. 

5 NG/G C/U 

B1 G2 B2 B1 G2 B2 

MAIZ 
BLANCO 
No. 1 

MAIZ 
SOLO 36.7 57.1 93.8 O O 6.2 O * O 

M.E. 40.6 48.4 89 O O 6.5 O * 4 

M.E.D. 9.6 45.9 55.5 O O 3.9 35.3 0.7 4 

* Se desconoce porque no se separó en el cromatograma. 



5 NG/G c/u 

TABLA XII. 
PORCENTAJES DE AREAS EN LAS MEDICIONES DE FLUORESCENCIA POR HPLC. 

MUESTRA M F.F. i.T. A.P.M. A.E. 

5 NG/G C/U 

m z B1 G2 B2 B1 G2 B2 BLANCO 
Na.2 

MAIZ 
SOí-D 9.4 66 75.4 10 9 5.6 O O O 

9.6 55 64.6 8.7- 7.0 5.6 O 8.8 5.3 

H.E.D. 7.5 33.6 41.1 6.6 4.7 3.8 39.8 O 3.8 



PORCENTAJE DE AREAS EN LAS MEDICIONES DE FLUORESCENCIA POR HPLC. 

MUESTRA H F.F I.T. fl.p.„. fte_ 

5 NG/G C/U 

AMARILLO 8 1 6 2 8 2 SI ^ B2 

MAIZ 

SOLO 50.5 45.6 96.1 O O 3.9 O 0 0 

M'El 4 9' 3 46.0 95.3 O O 3.8 O * 0.9 

M-E.D. 17.6 55.3 73.1 O O 3.3 21.7 * 2 
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CONCLUSIONES 

A partir de los experimentos realizados y de los resultados 
obtenidos en el transcurso de la presente investigación, se 
llegó a las siguientes conclusiones: 

1. Los métodos directos de absorción ultravioleta carecen 
de la suficiente sensibilidad para llevar a cabo análisis 
de aflatoxinas dentro de los rangos de interés toxicológico 
en todas las muestras ensayadas. 

2. Los métodos de -fluorescencia directa tienen apropiada sensi-
bilidad para la cuantificación de aflatoxinas en maíz, caca-
huate y nuez. Sin embargo, cuando se aplica al maíz, los re-
sultados muestran que los análisis son altamente influidos 
por los efectos de matriz. 

3. Debido a que la fluorescencia de la aflatoxina B 1 es baja y 
comparativamente menor en relación a las otras aflatoxinas, 
es necesario llevar a cabo el procedimiento de derivatización 
a fin de incrementar la señal. 
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A P E N D I C E 
G L O S A R I O 

ANOREXIA. 
ATAXIA. 

CANCER. 

CIRROSIS. 

CQLANGI OliA. 
COLANGITIS. 

Falta de apetito. 
Falta o irregularidad de la coordinación, especial-
mente de los movimientos musculares sin debilidad 
o espasmo de éstos. 

Tumor maligno en general y especialmente el formado 
por células epiteliales. 

Inflamación intersticial de un órgano, particularmente 
el hígado. 
Tumor de las vias biliares» 
Inflamación de los conductos biliares. 

EDEMA PULMONAR. Infiltración de serosidad en el tejido pulmonar 
con expectoración espumosa rosada, hipotensión 
acusada y asistolia aguda. 

FIBROSIS. 

GLOMERULO 
RENAL. 

Formación de tejido fibroso. Degeneración fibroide. 

Apelotonamiento de capilares arteriales en el 
extremo dilatado de cada tubo urinlfero. 

HEPATITIS. 

HEPATOCITO. 
HEPATOMA. 

Inflamación del hígado. 
Célula del hígado. 
Tumor del hígado. 

HEPATOMEGALIA. Aumento de volumen del hígado. 
HEPATOTOXICO. Agente venenosa al hígado. 

HIPERPLASIA. Hipergénesis. Multiplicación anormal de los elemen-
tos hlsticos; hipertrofia numérica. 



MICROSOMA. 
NECROSIS. 

NECROSIS. 
DIFUSA. 
NEFRITIS. 
NEFRITIS 
GLOMERULAR. 

NODULO. 
PARENQUIMA. 

PROTROMBINA. 

TENESMO. 

Suefto morboso profundo y continuado con anestesia 
y exaltación de los reflejos. 
Aparición de unos o más focos morbosos secundarios 
a otro primitivo, con o sin desaparición de éste, en 
regiones o partes no contiguas al foco primitivo. 
Elementó granuloso muy pequeho del protoplasma celular 
Mortificación de un tejido en general, gangrena. La 
parte necrosada se llama secuestro. 

Necrosis ampliamente extendida. 
Inflamación del tejido renal. 

La nefritis aguda que afecta primordialmente los glo-
mérulos o éstos y las cápsulas de Bowman. 
Pequeña eminencia, nudosidad o vegetación. 
Elemento esencial especifico o funcional de un órgano, 
generalmente glandular. 
Trombinógeno. Factor del plasma sanguíneo, precursor 
de la trombina, llamado tambièn>serocima y trombógeno. 
Deseo continuo, doloroso e ineficaz de orinar o defe-
car producido por un estado irritativo del cuello 
vesical o del ano o recto. 

TERATOMA. Tumor complejo de tejido que contiene a veces restos 
fetales, dientes, cabellos, etc., debido a la inclu-
sión de un feto abortivo en otro que se desarrolla 
normalmente. 

VENA PORTA. Sistema venoso especial constituido por ramas de 
origen, tronco y ramos venosos terminales. Se origina 
de la unión de la vena esplénica con las mesentéricas 
a nivel de la cabeza del páncreas. Termina en el hí-
gado por dos ramas, derecha e izquierda, que se dis-
tribuyen a modo de las arterias. 



METODOLOGIA DE ANALISIS USANDO ESTANDAR INTERNO COMO UN METODO 
PARA OBTENER MAYOR PRECISION EN ANALISIS POR HPLC. 

Conociendo en -forma aproximada la concentración del analito, se 
podrían preparar tres estándares* el primero de ellos lO 7. menor 
a la concentración del analito, el segundo a la concentración más 
aproximada de éste, y el tercero 10 7. mayor. 
Si los cromatogramas se hicieran con un registrador y no un inte-
grador y el método se hiciera sólo en base a alturas, se podría 
hacer lo siguientes 

Sea: 

H St In ' altura del estándar interno. 
H St s altura del estándar. 
At St In: atenuación del registrador a la que se obtuvo la altura 

del estándar interno. 
At St : Atenuación del registrador a la que se obtuvo la altura 

del estándar. 
He : Relación de altura corregida. 
Hct* s Promedio de las alturas corregidas para el est^ncjar 

menor concentración. 
- Hc2l t Promedio de las alturas corregidas para el estándar de 

mediana concentración. 
He«* ' Promedio de las alturas corregidas para el estándar de 

mayor concentración. 
CStx3 : Concentración del primer estándar usada para obtener el 

factor de respuesta del primer estándar. 
CSts3 : Concentración del segundo estándar usada para obtener el 

factor de respuesta del segundo estándar. 
CSt.?3 : Concentración del tercer estándar usada para obtener el 

factor de respuesta del tercer estándar. 
Dt : Factor de respuesta del primer estándar. 
Ds : Factor de respuesta del segundo estándar. 
D.? : Factor de respuesta del tercer estándar. 
Dt : Factor dé respuesta promedio en el rango de concentracio-

nes. 
HCat : Altura corregida promedio para el analito. 
S : Masa <por lo general gramos) de la muestra en la cual 

el analito se desea determinar. 
100 s Factor de conversión al porcentaje en el cual, el analito 

se encuentra en la muestra. 



Cálculos para obtener los promedios de alturas corregidas, conside-
rando que cada estándar se hiciese por triplicado. 

ler. St.. : H Sti x flt St, « HCi 
H St In» x At St Ini 

+ 

s H St'. x At St'» - HC'x 
H St In' » x At St In' i 

+ 

! H S t " i x At St", - HC'\ 
H St In", x At 8t In"» 

HC*. 

2o. St. s H Sta x At St^ = HCa 
H St In3 x At St In2 + 

H St'a x At St'« = HC'a 
H St In*s x At St In'2 

+ 

« H St"« x At S t " a = H C " , 
H St In 9 s X At St In''a 

HCta 

3er. St. : H St.» x At St« » HC» 
H St ln9 X At St In® 

+ 

H s t ^ x etis « - H C » 
H St In*» x At St In's 

+ 

H St"~ x At S t " a * HC"« 
H St I n ' x At St In* *3 



Cálculos para encontrar el factor de respuesta promedio: 

ler St: _ CSti3 « Di 
HC*» 

+ 

2o. Sts CSt^J • Da 
HC#3 

+ 

3er St: CStaJ = D.-s 
HCts. 

D* 

Para calcular la concentración del analito a partir de las muestras: 

( D* ) < HCa* ) / S X 100 = X en la muestra. 



EVALUACION DE PARAMETROS CROMATOGRAFICOS DEL EMPAQUE MICROPAK 
MCH-5 PARA SU USO EN EL ANALISIS DE AFLATOXINAS. 

La selección apropiada de las columnas analíticas para uso en 
HPLC depenc-e de una serie ¿e parámetros cromatográficos que 
e»tSn en -función de la -fase estacionaria, la fase móvil y de la 
naturaleza de los solutos. 

Las condiciones de trabajo fueron las mismas que han sido repor-
tadas en la sección de metodología de esta investigación. 
Los resultados mostraron lo siguientes 

AFLATOXINA k' K N H <cm> 

G 1 * 5.6 2.2 4624 6.5 X 10"« 

B 1 * 9.0 3.6 2410 1.2 X 10"= 

G 2 16.3 6.5 11856 2.5 X 10-* 

B 2 25.3 10.1 36100 8.3 X 10-* 

AFLATOXINAS ALFA Rs. 

G 1* - B 1* 1.6 6.2 

B 1* - G 2 1-8 11.0 

G 2 - B 2 1.5 15.B 

t Derivatizada. 

Donde: k's Factor de capacidad. Alfa: Factor de selectividad. 
K : Coeficiente de Rs: Resolución. 

partición. 
N: Nümero efectivo de platos teóricos. 
H! Altura equivalente a un plato teórico. 



VERSION EN ESPAÑOL DE LAS CONDICIONES DE SEGURIDAD SUGERIDAS POR 
EL FABRICANTE (SIGMA) PARA EL MANEJO DE LAS AFLATOXINAS. 

La bibliografía en la que se basan las recomendaciones aparece al 
•final de ellas. 

A. Peligrosidad. 

Las toxinas fúngales usadas en esta investigación son extremadamen-
te peligrosas por ingestión, inhalación o absorción por piel <1,2,3). 

B. Manejo. 

Estos compuestos debieran ser manejados en sistemas cerrados. Todas 
las operaciones debieran llevarse a cabo con guantes para evitar 
contacto accidental. Todo trabajador deb.iera vestir en su totalidad 
con ropa desechable, incluyendo cubiertas para zapatos, guantes y 
fli&scara con un aprovisionamiento independiente de aire. En todo 
momento se debe recordar que la ingestión, absorción por piel o 
inyección o a&n una cantidad traza podría ser fatal. 

C) .Descontaminación v desecho. 

Cualquier derrame debiera ser absorbido con tierra de diatomeas, 
cuidadosamente colectado y localizado en un balde. El área después 
se limpia cuidadosamente. 

El sistema hipoclorito de sodio/acetona ha sido empleado exitosa-
mente como un método de destrucción (4,5). 

Al material que se va a descontaminar se le adiciona solución de 
hipoclorito al 5 7. por volumen y se le mantiene cubierto en esa 
postura por 30 minutos. El pH de la solución se ajusta a 7.8 u 8.0 
por la adición en gota de HC1 2 N seguido por la adición de acetona 
hasta qu~ la concentración de acetona en la solución es de S 7. 
por volumen. Esta mezcla se deja descansar cubierta por otros 30 



minutos después de los cuales, lo carcinógeno debió haberse conver— 
tidc al derivado dihidroxl que no es carcinogénico (5). Revisar 
que Id reacción se haya llevado a cabo completamente mediante el de-
pósito de gotas sobre papel -Filtro y examinándolas después de haber-
se secado, bajo luz ultravioleta. Las manchas no debieran ser fluo-
rescentes. 

Deseche el material contaminado de acuerdo a regulaciones locales. 

NOTAS. 
1. El pH de las soluciones de hipoclorito de sodio comercial es 
alrededor de 11.5 y el descenso de su pH a 7.4 mediante la adición 
de ácido puede conducir a la emisión de cloro. 0 de otra manera, 
la adición de acetona a una solución fuerte de hipoclorito de so-
dio puede conducir a una reacción violenta de haloformo (5). 

2. Car-tegnaro, et al. (5) indican que la destoxificación de la 
aflatoxina B 1 con hipoclorito de sodio conduce a la formación de 
productos que incluye el carcinogénico y mutagénico 2,3-diel oro-
derivado. También se hace notar que el hipoclorito de sodio podría 
reaccionar con otros componentes de los residuos. 

A la luz de esta información, SIGNA recomienda que se duplique la 
cantidad de hipoclorito (sobre la cantidad estimada como necesaria) 
para asegurar la degradación efectiva de los residuos de las 
af latoxinas. 

D) .EXPOSICION. En caso de derrame accidental o exposición, la-
ve con agua y jabón y obtenga auxilio médico de inmediato. Informe 
al médico de la toxina que se estuvo manejando. 

Bibliografia de las recomendaciones. 
1. Ceigler, A., et al. (Eds.) Microbial toxins. Vol VI y VII. 

Academic Press. N.Y. 
2. Rodrick, J.V., et al. (Eds.) Mycotoxins Human and Animal 

Health Proceedings Conference 1977. Pathotox Publisher. 
Park Forest South, IL. 



3. international Agency for Research on Cancer Monographs. Vol I 
1972, Vol 10 1975. K 

4. I ARC Scientific Publication No. 37 p. 9, 1980. Laboratory 
Decontamination and Destruction of Aflatoxins B 1, B 2 G l 
G 2 in Laboratory Wastes. International Agency for Research on 
Cancer, 1979, 150 cours Albert-Thomas, 69372 Lyon Cede* 2, France. 

5. Castegnaro, M., Friesen, M., Michelon, J., Waler, E.A., American 
Industrial Hygiene Association 42, pp. 398-401 1981. 

6. January, 1981 Registry of Toxic Effects of Chemical Substances 
(RTCICS), U.S. Department of Health, Education and Welfare. 
Public Health Service. Center for disease Control. National 
Institute for Occupational Safety and Health, Cincinnati, OH 
45226. 



A P E N D I C E E 

Este apéndice contiene en el siguiente orden, 
para los estándares de aflatoxinas: 

Curvas de calibración por fluorescencia directa. 
Espectros de fluorescencia. 

Curvas de calibración por ultravioleta directa. 



CURVA DÉ CALIBRACION DE AFLATOXINA B1 NO DERtVATfZAOA. 
DETECTOR : FLUORESCENCIA KARl I V SS PM03 
LAMBDA : EXCITACION : 3¿5 NM 

EM I S ION : K3(> NM 
S E N S I B I L I D A D : 100 X 10 
METODO DE LECTURA : D IRECTO 



CONCENTRACION (PPBJ 

CURVA DE C A L I B R A C I O N DE AFLATOXINA G1 NO DEHIVAT I ZADA. 
DETECTOR : F LUORESCENC IA PMO.3 
LAMBDA : E X C I T A C I O N : 3 65 NH 

EM I S ION : W NM 
S E N S I B I L I D A D : 100 X 10 
METODO DE LECTURA : D IRECTO 



CONCENTRACLON(PPB) 

CURVA DE CALIBRACION DE AFLATOX1 NA B1 DERIVATIZADA 
DETECTOR : FLUORESCENCIA KARL ZE I S 5 PM03 
LAMBDA : EXCITACION 3^5 NM 

EMIS ION : ¿436 NM 
S E N S I B I L I D A D : TOO X 10 
METODO DE LECTURA : DIRECTO 



CONCENTRACION (PPB) 

CURVA OE CALIBRACION DE AFLATOXINA G1 DERM 'AT IZAOA 
DETECTOR : FLUORESCENCIA KARL Z E I S S PMO.3 
LAMBDA : EXCITACION 3 ¿ 5 NM 

EMIS ION : 436 NM. 
SENS1B IL IOAD : 100 X 10 
METOnO DE LECTURA : 01 RECTO 

FIG. IV 



CONCENTRACION (PPB) 

CURVA DE CALIBRACION OE AFLATOX(NA G2 
DETECTOR : FLUORESCENCIA KARL Z E I S S PMQ3 
LAMBDA : EXCITACION : 365 NM 

EMIS ION : 436 NM 
S E N S I B I L I D A D : 100 X 10 
METODO DE LECTURA : DIRECTO 

F IG . V 



2 6 10 

CONCENTRACION (PPB) 

CURVA DE CALIBRACION DF. AFLATOXINA B2 
DETECTOR : FLUORESCENCIA KARL ZE I S S PM0.3 
LAMBDA : EXCITACION : 3^5 NH 

EMIS ION : 436 NM 
S E N S I B I L I D A D : 100 X 10 
METODO DE LECTURA r DIRECTO 



500 600 

LONGITUD DE ONDA 

ESPECTRO DE FLUORESCENCIA DE B1 DERIVATIZADA 

LAMBDA : EXCITACION : 365 NM 

EMIS ION : VARIABLE 

DETECTOR : KARL Z E I S S : PMQ3 

S E N S I B I L I D A D : 100 X 10 S L I T 0 . 5 

LAMBOA MAX. EM IS . AAO NM 



500 

LONGITUD DE ONDA 

ESPECTRO DE F LUORESCENC IA DE G1 D E R I V A T I 

LAMBA : E X C I T A C I O N : 3 65 M 

E M I S I O N : V A R I A B L E 

DETECTOR : KARL Z E I S S PMQ 3 

S E N S I B I L I D A D : 100 X 10 S L I T . 0 . 5 

LAMBDA : M A X . E M I S I O N : 4 6 6 NM 

F1G. V I H 



500 600 
LONGITUD DE ONDA 

ESPLCTRO DE FLUORESCENCIA DE G2 

LAMBDA : EXCITACION : 365 NM 

EMIS ION : VAR IABLE 

DETECTOR : KARL ZE1SS PMQ3 

S E N S I B I L I D A D : 100 X 6 SL1T 0 . 3 

LAMBDA : MAX. EM IS . : h56 

F IG . IX 
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500 600 
LONGITUD ÚE OrtDA 

ESPECTRO DE FLUORESCENCIA DE B2 

LAMBDA : EXCITACION : 365 NM 

EMIS ION : VAR IABLE 

DETECTOR : KARL Z E I S S PMQ3 

S E N S I B I L I D A D : 100 X 6 S L I T 0 . 3 

LAMBDA MAX. EMIS ION : 432 NM 
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CONCENTRACION (PPB) 

CURVA DE CAL IBRACION DE AFLATOXINA B í 
S I N DER IVAT IZAC ION 
DETECTOR: ULTRAVIOLETA BECKMAN MODELO 3 5 
LAMBDA: 365 nm. 
S E N S I B I L f DAO: S L I T DE 0 . 1 mm. 
METODO DE LECTURA: D IRECTO. 
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CURVA DE CALIBRACION DE AFLATOXINA G 1 
S I N DERtVATIZACION. 
DETECTOR: ULTRAVIOLETA BECKMAN MODELO 35 
LAM6DA: 365 nn>. 
S E N S I B I L I D A D : S L I T DE 0 . 1 mfri. 
METODO DE LECTURA: D IRECTO. 
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CONCENTRACION (PPB) 

CURVA DE CALIBRACION DE AFLATOXINA G 2 
DETECTOR: ULTRAVIOLETA BECKMAN MODELO 35-
LAM8DA: 365 n m -
S E N S I B I L I D A D : S L I T DE 0 . 1 mm. 
METODO DE LECTURA: DIRECTO. 
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400 800 

CONCENTRACION 

1200 

(PPB) 

CURVA DE CALIBRACION DE AFLATOXINA B 2 
DETECTOR: ULTRAVIOLETA BECKMAN MODELO 35 
LAMBDA: 3 ¿ 5 nm 
S E N S I B I L I D A D : S L I T DE 0 . 1 mm 
METODO DE LECTURA: DIRECTO. 
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